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RESUMO

Os fungos, especialmente as leveduras do Género Candida, s&o
agentes potencialmente patogénicos, capazes de provocar inGmeras doengas
nos seres vivos, em especial quando se aproveitam da queda da resisténcia
organica, sendo considerados oportunistas. Com o surgimento da Sindrome da
imunodeficiéncia Adquirida, parece oportuno, a crescente ampliagio de
pesquisas com esses microorganismos, os quais tém sido estudados do ponto
de vista fisiologico, bioquimico, sorolégico, genético, etc. Na cavidade oral,
380 responsaveis por doengas que afetam as diversas estruturas bucais,
justificando o crescente aumento de casos clinicos e de investigacbes nessa
area.

Dentre as técnicas que tém sido empregadas com o objetivo de
identificar e caracterizar melhor esses organismos, as de Biologia Molecular
desempenham, um poderoso papel investigativo. A PAGE-SDS, tem se
mostrado uma técnica importante nos estudos de identificacdo e
caracterizacdo desses microorganismos. Contudo, a grande diversidade de
metodologias Qque s30 empregadas para obterem-se componentes
intracelulares protéicos desses organismos, além de outros fatores, como
meios de cultivo, condigbes de temperatura, pH, etc. — gue influenciam o seu
desenvolvimento — sugerem a necessidade da padronizagdo e escolha
daquels que possa ser a mais adequada a amosira a ser estudada.

O presente trabalho teve como objetivo basico, estudar a influéncia
de alguns meios de culiura usados para © desernvolvimento de células
leveduriformes, objetivando a obtencdo de proteinas dos componentes
intraceluylares para aplicacdo em eletroforese, com énfase no estudo do perfil
elefroforético desses microorganismos,

Amostras de leveduras, de diferentes espécies do género Candida ,
isoladas coletadas da cavidade oral, foram submetidas a crescimentc em seis
meios de culturas diversos. Apods o desenvolvimento celular, o lisado protéico
soltvel, obtido pela extracdo com o nitrogénio liquido & com 0 uso da mistura



)

dissociante de Bruneau & Guinet (1989), fol submetido 4 PAGE-SDS. Os
padrdes eletroforéticos obtidos, forneceram diagramas e foram tratados
computacionalmente, originando graficos das respectivas densitometrias de
integralizacdo da drea dos géis, com as porcentagens de extracdo das
proteinas para cada amostra de meio de cultura, além dos respectivos
dendrogramas comparativos, permitindoc uma analise das relacfes de
similaridade entre as amostras em questdo, como um estudo preliminar.

Os resultados demonstram que a composicio & as caracteristicas
dos meios de cultura utilizados como suporte para 0 desenvolvimento celular,
interferem na exiragcdo de proteinas dos componentes infracelulares desses
mMicroorgarismos. O perfil eletroforetico exibido pelas espécies $&0
diversificados qualitativa e quantitativamente quando comparados. A
concentracdo de proteinas resultantes da extragdo dos componentes
intracelulares leveduriformes, visualizadas pelo perfil eletroforético e
reforcados pelas respectivas densitometrias de integralizagio da érea dos geis
de PAGE-SDS, séo diferentes qualitativamente, para os meios de cultura
utilizados. Os dendrogramas indicativos do grau de porcentagem de
similaridade entre as espécies analisadas, apresentam grande variabilidade,
jevando a diversificadas interpretactes do ponto de vista do relacionamento
entre elas.  Os dados oblidos e expressos nessa pesquisa, apontam para a
necessidade de padronizacio e escolha de uma metodologia mais
adequada e capaz de extrair 0 maximo de componentes proteicos
intracelulares desses microorganismos. A PAGE-SDS, provou ser uma
técnica de valor complementar em estudos de afinidade filogenética entre as
espécies de leveduras estudadas.



1. INTRODUGCAOC

Tendo em vista a ocorréncia cada vez maior das infecgdes micoticas
(OTAVIO, 1994' e OLIVEIRA & COSTA, 1994)"* nos seres humanos, tém-se
dado muita importéncia & implantagdo de novos servigos de Micologia em
diversos hospitais do pais, bem como de amplas discussdes em congressos
cientificos nacionais e internacionais sobre o diagndstico e tratamento dessas
doengas (ZAITZ"* * 1994 a e b; MARQUES™ ot al, 1996, MACAMBIRA'™®
ef al., 19986).

Assim sendo, a busca de novos conhecimentos etiopatogénicos,
clinicos, patolégicos, imunologicos e terapéuticos sobre as moléstias fangicas,
tém justificado o grande interesse de pesguisas com esses microorganismos.
Eles t&ém sido estudados sob diversos pontos de vista, como por exemplo em
seus aspectos morfoldgicos, citologicos, comportamentos fisicldgicos e
patologicos, imunoldgicos, diagnosticos e taxondmicos, por alguns dos mais
destacados nomes do campo, como AXELSEN?® (1973), LODDER & KREGER
VAN RLI'™® (1984), LACAZ'™ (1980), TASCHDJIAN®® (1957) e muitos outros.

Sob o ponto de vista taxondmico, a avaliagéo resultante do conjunto
de caracteres oblidos pelas provas qualitativas e quantitativas no estudo
dessas leveduras, permite a selecio dos géneros em diferentes espécies.
Assim sendo, a tipagem de células é obtida através da analise do conjunto das
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas, genéticas, dos tipos de
reproducdo, dos aspectos macro e micromorfolégicos dos cultivos, das
exigéneias nutricionais, da osmofilia, das reagbes com soros especificos,
analise do DNA e seus respectivos tipos de bases, além de outras inimeras
técnicas utilizadas para esse fim.

As gfinidades taxondmicas mais precisas entre as espeécies de
feveduras, em especial as do género Candida , tém sido esclarecidas pelos
estudos de seus ciclos de vida, — de modo geral — tendo em vista aspectos

de sua morfologia, fisiologia, bioquimica, etc, que mesmo sendo métodos mais
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demorados, contribuiram, de certo modo, na identificacdo taxondmica desses
microorganismos. A identificacdo e a caracterizacdo das leveduras pelos
métodos convencionais, no entanto, tem sido insuficiente, sobretudo no
aspecto de sua rapidez, conhecimento das relagGes inter e intraespecificas
desses microrganismos, efc., o0 que fez com que diversos pesquisadores
propusessem novas técnicas mais acuradas para a identificacdo das diferentes
espécies do género, em especial a Candida albicans , a que determina o
maior namero de infecgbes, tanto no homerm como nos animais.

Dentre as técnicas propostas para se alcangar maior rapidez no
diagnéstico dessas infecgdes, a eletroforese, que é relativamente simples,
rapida ¢ de alto valor informativo, ao revelar as proteinas das amostras
analisadas através da andlise do perfil elefroforético, tem ampliado o
conhecimento mais detathado das ceclulas leveduriformes, particularmente,
com énfase na identificag8o e caracterizagdo dessas espécies. Nesse sentido,
os trabathos de GALLEGLY em 1983 (cf. ALFENAS® ef &/, 1991), MOREIRA &
ALFENAS™ (1985), STIPES®™ (1989) e BRUNEAU & GUINET? (1989), tém
apontado no uso da eletroforese — em especial as que se utilizam dos
suportes de gel de poliacril;mida e do gel de amido — como uma técnica util
para definir as enzimas ou proteinas solUvels de determinados grupos de
fungos, com o intuito de identifica-los.

Como a metodologia utilizada nessas técnicas, tem variado muito
(VENEZIA & ROBERTSON™®, 1974 ¢ GREENFIELD & JONES™ * 1981 e
1982), dependendo da natureza quimica das substancias pesquisadas
{(proteinas, ispenzimas ou polissacarideos) ou ainda, em relagdo acs tipos de
meios de cultura utilizados para a extracio de componentes intracelulares,
etc, levando a diferentes conclusfes e consideragdes a respeito
(SHECHTER™, 1973), ou segundo sua localizagdo (na célula ou em filtrados
de cultura), se justificam estudos mais acurados pertinentes, no sentido de se
compreander methor a natureza dessas variagdes,

O estudo da estrutura molecular dessas substancias, realiza-se

inicialmente com a obtencéo e a preparagdo das amostras, ¢ que se faz
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levando-se em conta a célula total, visto que no conteldo citoplasmatico
predominam constituintes de natureza protéica, responsaveis pela espécie-
especificidade das leveduras pesquisadas. LODDER & KREGER VAN RiJ™
(1984), salientam que a técnica eletroforética tem sido muito empregada no
estudo das variagSes e diversidades genéticas das populacbes naturais de
diversos microorganismos ao examinar suas proteinas ou enzimas. Contudo,
poucos estudos tém sido feitos, ainda com células leveduriformes.

A caracterizagdo das proteinas presentes em determinada espécie
permite estabelecer as relacdes desta com outras pertencentes ac mesmo
género ou a géneros diferentes, bem como enire espécies de organismos
diferentes, estabelecendo-se assim os diversos graus de sfinidade inter e
intra-especificos, importantes na caracterizacdo taxondmica.

investigacbes dessa natureza levadas a efeito recentermente nos
laboratérios de Microbiologia e imunologia da FOP/UNICAMP (trabalho ainda
n&o publicado) apontaram para ¢ uso do método da criofratura celular pelo
nitrogénio liquido com tampac contendo 2 - mercaptoetanol na exiracdo de
proteinas totais das células de leveduras do génerc Candida obtidas da
cavidade oral de humanos. Tais resultados, demonstraram ser esse método
de extragcdo (em comparagdc com outros métodos) o mais adequado para
estudos dos perfis eletroforéticos das proteinas intracelulares dessas
amostras, com énfase na identificacdo e caracterizacgé@o dessas espécies de
rmicroorganismos.

Com base nesses pressupostos preliminares, o trabaltho de
pesquisa proposto, objetivou estudar a influéncia do meio de cultura no cultivo
e extracdo dos componentes intracelulares de células leveduriformes isoladas
da cavidade oral de humanos, analisande o peril sletroforélico desses
microorganismos, através da técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE-SDS), como contribuico aos estudos de identificacdo e caracterizagao

desses microorganismos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

A histéria dos fungos & das leveduras com certeza perde-se no
tempo. Segundo SVRCEK®™® (1994), os achados mais antigos de fungos
datam do periodo Paleozodico (Devoniano), ha aproximadamente 350 milhdes
de anos, muito embora pouco se saiba sobre o numero de espécies gue
existiam naquela época. MACKENZIE, em 1925 (cf. SKINNER® et al,, 1980),
relata os achados arqueoldgicos do antigo Egito, que demonstram serem 0s
egipcios j& conhecedores das leveduras, pois produziam vinho a partir das
uvas, acondicionando-o em anforas, ha cerca de 6.000 anos atras. DEMIATE
ef al, (1994), reportam que a fermentacdo de alimentos era uma préatica
empregada pelo homem desde tempos imemoriais, sendo a panificacdo
conhecida desde 7.000 A.C., tendo os padeiros romanos, participado de uma
classe muito privilegiada por dominarem todo o0 seu processo. Textos
hieroglificos mostram os alimentos utilizados pelos farads em seu desjejum,
destacando-se aproximadamente 1.000 produtos diferentes e, dentre eles, os
obtidos pela maltagem da cevada, a fermentacdo e a obtengdo da cerveja e do
pdo, consumidos ja em 2.700 A.C.! Existiam, ainda, 16 tipos diferentes de p&es
e bolos e varios tipos de cervejas para ¢ deleite matinal de seus governantes.
Para que esses povos da antigiidade conseguissem obter os produtos
fermentados, estavam mesmo, talvez sem o saber, fazendo uso das leveduras
e das bactérias em seus processos de obtencdio. ROGERS®™ (1094), relata
que também a fermentacdo de frutos ja era conhecida desde a antiglidade,
tendo os gregos afribuido a sua invengdo ao deus Dionisio. Os chineses ja
bebiam o “kui”, uma cerveja de arroz ha 2.300 anos A.C. e usavam © bolor da
soja para tratar de infecgSes cutaneas. JOLY'® (1954), relata que no Génesis,
primeiro livro da Biblia, ha referéncia sobre o pdo e o consumo de vinho,
enquanto que no segundo livro, do Exodo, refere-se sobre o uso dos paes
asmos (pdes sem fermento) em cerimdnias religiosas. REED &
NAGODAWITHANA®'® (1991), revelam que nas ruinas da cidade de Memphis,
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datadas pelo carbono-14 em mais ou menos 3.000 A.C., foram encontradas
cenas numa parede, representando uma padaria e 0 comércio de pdes. Os
indios da Ameérica Central exploravam as virtudes antibi6ticas dos cogumelos,
gue também representavam o simbolo da longevidade. Relata que logo apds
a descoberta do fogo, o ser humano primitivo passou a cozer alimentos e a
fermentar os sucos dos vegetais.

BROTHWELL? (1992), revela que entre os achados micrabioldgicos
do "Bog Man” (ser humano primitivo perfeitamente conservado no lodo),
descoberto em Cheshire, inglaterra, em 1984, destacavam-se varios fungos e
leveduras, dentre elas espécies do género Candida. Também segundo
HASELWANDTER & EBNER® (1994), foram encontrados fungos nas botas do
‘Homem do gelo”, encontrado nas montanhas do Tirol em setembro de 1991, e
que havia morrido & cerca de 5.300 anos. Dois pesquisadores da Universidade
de Innsbruck, na Austria, examinaram as amosiras de feno que ele havia
usado para isolar suas botas do frio, e descobriram fungos microscopicos das
espécies Absidia corumbifera e Chaefomium globosum. 0O mais
impressionante, & que esses fungos voltaram a vida quando foram colocados
junto a nutrientes especificos. Mais recentemente, verificaram que ele pode ter
morrido em virtude de uma infeccdo causada pela presenca de fungos em seus
puimbes, tendo-se levado para a Califérnia, amostras do tecido pulmonar para
analise genética e dos fungos encontrados.

CHAMBERLAIN® (1994), FILERY (1995) e TAYLOR®® (1995),
reportaram em diversas publicacbes sobre estudos de mumias e restos de
seres humanos mumificados, as diversas doencas que 0 mesmaos padeceram
em vida e aquelas que 0s levaram a morte, incluindo-se ai as provocadas por
diversos fungos. Em todas as partes do mundo, achados semelhantes em
mtimias foram feitos, destacando o papel de alguns desses microorganismos
na flora e nas doencas desses seres primitivos.

THORWALD™ ({1990), relata os achados do Papiro de Ebers,
descoberto por George Ebers em 1873, narrando em escrita hieratica os
conhecimentos médicos dos antigos egipcios e as receitas de mumeros
medicamentos e procedimentos utilizados por eles para o tratamento de um
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grande numero de enfermidades. Aliado aos achados do Papiro de Smith
(Edwin Smith, de 1862) esses conhecimentos trouxeram & luz informacdes
importantes & cerca do uso que o0s antigos egipcios faziam de materiais
fermentados, como a mistura de fezes ressequidas reduzidas a pé, com o mel
fermentado, para o tratamento de infecgdes oftalmicas. Além disso, faziam uso
de lodo e terra para compressas, da “borra da cerveja” em casos de distarbios
intestinais e abscessos da pele e, ainda, pdo embolorado para afecgbes da
bexiga e feridas purulentas. Relate-se, ainda, as observacdes que fizeram, ao
mostrar que o odor da urina de alguns doentes era semelhante ao do péo
fermentado.

Deixando-se de lado os absurdos que alguns desses tratamentos
hoje demonstram, varios pesquisadores citados por THORWALD®™, provaram
o valor que o uso da “farmécia de sujeiras” possuia, ao demonstrarem que as
terras e lodos usados, escondiam fungos em seu interior, produtores gue s&o,
de inumeros agentes antibacterianos e que, portanto, eram capazes de
destruir as bactérias patogénicas, ou ainda impedir 0 seu desenvolvimento nos
locais onde eram aplicados, O uso da “borra de cerveja” ou “lodo da cerveja’,
demonstrou-se também ulil para muitos doentes, pois possui  inumeras
vitaminas do complexo B.

Muito embora nenhum outro povo da antigtiidade, como os egipcios,
tenha desenvolvido tanto e introduzido o uso de produtos fermentados na
alimentacéo e no tratamento de algumas doengas, ULLOA & KURTZMANN,
em 1975 (cf. THORWALD® 1990), relatam a utilizagéo de produtos obtidos
da fermentacdo do milho por tribos primitivas das dreas remotas da America
Central e do Sul, como, por exemplo, o “pozol” (uma massa onde se
misturavam &gua, substancias aromaticas & produtos da fermentagéo do
milho), além da confeccéo de pées e bolos, nos quais @ acao de leveduras e
bactérias era parte vital do processo. ROGERS?"® (1994), revela ainda que
também ocorria & fermentacdo em meios liquidos, na produgdo do iogurte e do
motho de soja, descrito no sécuio Vil na China e no Jap&o. Também o “ogl®,
um biscoito fermentado produzido na Africa a partir da fécula de milho, sorgo
ou painco, &€ exemplo de outros produtos obtidos através de métodos
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artesanais por culturas primitivas. Vérios paises do Sudeste asiatico fazem ha
séculos, fermentaces de produtos solidos e liquidos para produzir molhos de
sofa (tempeh) ou de mandioca (gari). REED & NAGODAWITHANAZ® (1992),
relatam, ainda, que data do ano de 1383 D.C. a fundacéo de uma cervejaria
em Munique, na Alemanha (pelo menos agquela que apresenta todos os
documentos bem registrados).

Relata-nos, ainda, EVANGELISTA® (1989), que cepas de
Sacharomyces apresentam mais de 10% do seu peso seco em ergosterol, que
por processo quimico ou irradiagéo, origina o calciferol (vitamina D2). Além
disso, fungos como o Botryfis cinerea, que provoca a ‘podriddo nobre” das
uvas da regido de Bordeaux, na Franga, concentra bastante o acgtcar, a
pectina, a glicerina e outras substancias da uva, gerando um vinho adocicado
de inimitavel “flavor’ e, sem duvida, extraordindrio: o “Sauternes”. DEMIATE™
et al. (1994), fazem uma excelente revisdo sobre os produtos fermentados
utilizados pelos seres humanos das mais diversas culturas e regides da terra,
desde o0s tempos mais primitivos até os dias de hoje.

ULLOA & KURTZMANN (cf THORWALD™, 1990), revelam ainda
~ que apesar de serem importantes nesses processos, tinha-se 0 conhecimento
que em certos casos, havia o aparecimento de doencas oriundas do
processamento inadequado dessa “fermentacdo’, o gue se sabe hoje, serem
resultantes de contaminacfes com outras leveduras, como por exemplo
algumas espécies do Género Candida, destacando-se a C. parapsilosis e a C.
tropicalis, sendo esta dltima responsavel por estragar os alimentos e as
bebidas.

WISTREICH & LECHTMAN®® (1980), relatam que as leveduras ja
haviam sido observadas por Leeuwenhoek desde o ano de 1674, muito
embora por essa época muito pouco se conhecesse a respeito das
fermentacbes, processo tido como ndo vital, até que entre 1839 e 1869
Berzelius, Liebig & Wdhler chamassem de “fermentos” as entidades quimicas
responsaveis pelo seu desenvolvimento. As leveduras eram consideradas
somente produtos secunddrios dessas reagdes. Foi somente nos anos 1836-
1837, que Kitzing (algologista alemdo), Cagnaird-Latour (fisico francés) e
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Schwann (fisiologista e patologista alem&o), lancaram as bases da teoria
biologica da fermentagéo, demonstrando, por exempio, o papel das leveduras
na fermentacfo, produzindo aicool e gés carbbnico a partir da glicose,
necessitando de nitrogénio para crescer e, reproduzindo-se de maneira
assexuada (brotamento). Também foi verificado que sem a presenca das
leveduras, o processo fermentativo ndo ocorria, como nos informou
BURNETT™ of a/. (1978). Ainda segundo DEMIATE™ {1904), também houve a
contribuigdo dos trabalhos de Gay-Lussac que, em 1810, formulou a equacéo
da fermentacso alcodlica.

Coube, contudo, aos pioneiros trabalhos de Pasteur, em 1857 e em
1863, e de Kock em 1876, demonstrarem a relagéo causal de certos fungos
com 0 processo fermentativa e com o aparecimento de doengas no ser
humano e em animais, conforme o que foi descrito por BURROWS™ of a/. em
1968 e por DEMIATE™ et al. (1994). Descrevem esses autores também, os
estudos realizados por Schoenlein & Gruby em 1839, que resultaram na
descoberta do agente causal do favo do couro cabeludo e, no mesmo arno, da
descoberta por Lagenbeck da Candida albicans, causadora de inimeras
ricoses oportunistas. Para Ainsworth (1988), o fundador da micologia médica
foi © médico hingaro David Gruby (1810-1898), que estudou o "sapinho” e as
tinhas, dentre outras micoses. Os fungos foram, portanto, os primeiros
microorganismos a terem a sua patogenicidade demonstrada.

LACAZ'® et al. (1991), relatam que o termo “micose” foi utilizado
pela primeira vez por VIRCHOW, em 1856, ao realizar estudos com os fungos
patogénicos. Estes mesmos autores, descrevem inumeras contribuigbes a
histéria da micologia, realizadas por dezenas de pesquisadores, gue
descobriram 0s agentes causais de inumeras doengas provocadas por fungos
& leveduras, durante os séculos XIX e XX, destacando-se nomes como os de
Bassi (1773-1858), Saccardo (1845-1820), Sabouraud (1864-1938), Langeron
(1874-1950) e diversos outros. Entre nds, foram imporiantissimas as
contribuicSes de Fonseca Filho (1835-1678), Paulo de Almeida (1896-1977),
Jorge Lobo, Adolpho Lutz, Splendore e muitos outros.
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O quadro n® 1 a seguir resume os principais aspectos da evolucao
histérica a respeito das leveduras:

Quadro 1. Principais aspectos da evolugdo histérica a respeito das
leveduras
Periodo Pré-cientifico

3600 AC. - nas ruinas da cidade de Memphis sdo encontradas cenas repre-
sertando uma padana.

1383 D.C. - fundagdo de uma cervejaria em Murnique, na Alemanha.

1680 D.C. - Leeuwenhoek observa uma levedura no microscopio,

1783/58 D.C. - Linné propbe o sistema de nomenclatura binominal e introduz a
sistematica de plantas e animais.

1810 0.C. - _Gay-Lussac formula a equacéo da fermentagdio alcodlica.

Periodo de Surgimento da Enzimologia e da Microbiologia

1822732 ~ Pereson e Fries avancam a classificacdo dos fungos; as leveduras
sao reconhecidas como fungos.

1825139 - Schwann e Kitzing de 1a Tour descrevem o brotamento e a forma-
céo de esporos pelas leveduras.

1838 - Meyer da nome a levedura da cerveja (Sacharomyces cerevisiae).

1857/63 - Pasteur prova a origem microbiana da fermentacdo, explicando-a
ser de natureza anaerdbica.

1866 - de Bary observou ¢ ciclo de vida das leveduras.

1870 - Reess observou 0s ascosporos das leveduras e a sua germinagio;
redefiniu o género Sacharomyces.

1881/83 - Hansen comegou 0s estudos com culturas puras e ¢ isolamento de
celulas unicas de leveduras de padaria.

1888 - Marx advogou o uso de culturas de leveduras puras para a obten-
¢éo do vinho.

1896 - Hansen publicouu uma compreensiva classificagdo cientifica sis-
tematica das leveduras.

Pericdo Modemo

1920/28 - Guilliermond expandiu 0 método de Hansen para a classificacao
das leveduras.

1931/52 - Stelling-Dekker, Lodder, Diddens e Kreger Van Rij deram um
pouco mais de unidade e ordem a taxonomia das leveduras.

1934 - Winge e Satava descobriram as alteragbes de fase (haploide e
dipléide) na levedura do pao.

1943 - Lindegren descobriu heterotalismo na levedura do pao.

1944 - O elétron microscopio é utilizado.

1651 - Wickerham usa novas técnicas para caracterizar as leveduras.

1952 - Publicagdo da 1® edigdo do livro The Yeasts de Lodder e Kreger
Van Rij.

18970 - Os meémos autores e outros cientistas revisam a classificacdo das
leveduras.

1978 - Os experimentos com homologia do DNA-DNA feitos por Price €
cols. & usado para a delimitagio das espécies.

1984 - Kreger Van Rij e outros cientistas revisam mais uma vez a classi-

ficacdo das leveduras.

Fonte: Reed e Nagodawithana (1981}



19

2.2. Ecologia

As leveduras e outros bolores, especialmente as leveduras do
género Candida, tém sido encontradas amplamente distribuidas na natureza.
Destagque-se por exemplo, sua presenga no ar atmosférico (MENDES'™ 1989:
PURCHIO™ ef al,, 1984; GAMBALE"' et af., 1977, GAMBALE™ ef al., 1981;
MONTEIRO & SEIXAS'™, 1993) no ar atmosférico de cidades como Ribeirdo
Preto (BUCK et al., 1985), e Araraquara (REDNER®®, 1964); na dgua do mar
(BOOTH®', 1979), no mar Mediterraneo (MATES'*, 1994); em aguas poluidas
(HAGLER®" * * et a/., 1979; PURCHIO®® ef a/., 1988); no solo (SPENCER &
GORIN*® 1971; NINOMIYA'? et a/, 1993) e no solo do municipic de
Piracicaba (MORAES'', 1965), destacando-se o de canaviais, chiqueiros e
CLITEIS,

Relatam-se ainda o seu aparecimento em passaros, mamiferos
silvestres e domesticos e na vegetacdio (JOLY'® 1954, ODDS'™ 1984;
MIDDELHOVEN'™ 1990), além de inGmeros produtos de uso didrio e
alimentares, como cares e cares de ra (NOGUEIRA™ et al, 1992),
macarrdes (CORTINEZY et /., 1988), sucos de frutas morangos fermentados
(SUZUKI®™® ef al, 1891) e vinhaca e melaco (TANK & GAMBALE®® 1982).
CARLOTTI® et al. (1991), relatam que cepas do género Candida participam na
obtencdo do gqueijo suico Emmental. As leveduras tém sido descobertas
inclusive em locais exdficos, como, por exemplo, em amostras de 3agua
retiradas do mar a 60 milhas do Pélo Norte (KRISS, 1855, ¢f. VAN UDDEN®",
1960).

Outros autores, entretanto, citam a presenca dessas leveduras em
ambientes de trabalho e hospitais (CUCE® et al, 1993 e ALMEIDA’ ef al,
1988), preocupando-se em estudar 0s eventuais focos de possiveis infecgdes
humanas ou, ainda, de reservatorios e portadores sdos (ODDS'® 1979).
PHAFF & STANNER (cf. SKINNER? eof a2/ 1980), salientam que as espécies
do género Candlida nao possuem afinidade por nenhum ambiente, excetuando-

se a espécie albicans, que em alguns casos, prefere o tecido animal,
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Muito embora essas leveduras possam ser encontradas em varios
locais do corpo humano, como a boca, anus, vagina, pele & até na urina de
pessoas saudaveis (ODDS'™ 1979 e STAIB, cf. SKINNER™ ef af, 1980),
numerosos estudos indicaram que os diversos biotipos isolados de locais
anatdmicos diferentes, em 327 individuos, apresentam sempre 0s mesmos
padrées. Digno de nofta é o fato de que os bictipos associados com os
sintomas clinicos de candidose genital, s&0 os mesmos dos achados em cepas
comensais dessas regides, o que reforga a teoria dos que consideram essas
leveduras como oportunistas, requerendo, portanto, alteracdes nas defesas do
hospedeiro para provocarem infecgdes. As rotas de transmissdo, segundo
esses autores, parecem ser da pele e unhas para o parceiro sexual: da
genitalia para o parceiro sexual ou para o recém-nascido; dos intestinos para a
genitalia ou para 0 sangue e, do beijo materno para 0 recém-nascido.

SHEPHERD® ef al., em 1985 e LACAZ'™® (1980), ressaltaram a
grande importancia da associagéo da espécie albicans aos seres humanocs e
outros animais homeotermos, habitando normalmente a orofaringe, cavidade
bucal e peribucal, dobras da pele, vagina, urina, fezes e secrecies como a
brénguica.

Diversos estudos realizados em animais, como os de SMITH** em
1967; MEYER & ORDAL'™?, em 1946, HASENCLEVER & KOGAN™ (1975) e
VAN UDDEN?® (1960), relataram a presenga dessas leveduras sobretudo no
trato gastrointestinal, vivendo comensaimente com seus hospedeiros. Também
autores como FADER® et al, (1985), ROGERS & BALISH?'® (1976), KENNEDY
& VOLZ'* (1983), DROUHET & SIMONNET® (1957), JORGE'® et ai, (1993)
e, muitos outros, estabeleceram valiosos estudos experimentais com essas
leveduras em amimais, contribuindo para a compreensdo de sua ecologia,
comportamento e patogenicidade, que podem ser extrapolados e meihor
elucidar as similaridades com o ser humano, resguardadas as diferenciagbes
inter e intra-especificas,

A literatura médica & extremamente extensa no que diz respeito a

infecedes fungicas em seres humanos, tendo-se observado nos ultimos 30
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anos, a existéncia de centenas de trabalhos cientificos, sendo vérios de
revisdes de diversos casos. Nota-se, contudo, que nos Uitimos 5 anos, tem
havido um grande aumento na incidéncia de infecgbes fungicas em pacientes
aidéticos (EDELWEISS® et al, 1995), usudrios de nutricdo parental total
(POPPO*™ ot af, 1994), desnutridos (DELGADO™ et af, 1995),
imunodeprimidos (CORNACCHIONI® et al, 1996) e micoses de
contaminacgbes hospitalares em pacientes internados (RAMOS FILHO® et al,
18986).

Também estdo sendo reportados, casos clinicos de candidiases
raras, como as que atingem as meninges (SARMIENTO® et al., 1994 e
GERMAIN of al, 1994), membranas vitelinicas (MAGALHAES NETO &
FONTES™, 1995) ou as que formam microabscessos hepéticos.

Outros autores, como SETTO*® (1995) e RANGEL-FRAUSTO™® et
al. (1994), tém reportado 0 aumento das micoses sobretudo no verdo e em
certas regides do corpo (méos) de frabalhadores da drea da saude, aiém das
superficies inanimadas dos objetos, o gue pode indicar um aumento na sua
eventual transmissao.

ESTEVES®™ ef al, (1977), relacionam no quadro a seguir os

principais fatores relacionados com a candidose no ser humano:



Quadro 2. Fatores relacionados com a candidiase
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— Fisiolégicos

idade (recem-nascido)

gravidez
— Climéticos calor
umidade
Diabetes
hipotireoidismo
— Endécrings hipoparatireoidismo
doenca de Addison
pancreatite
obesidade
— Metabdlicos caréncias alimentares
desnutricao
sindromes de ma absorcéo
— lmunitarios defeitos de natureza constitucional {dispiasia timicay);
imunossupressao por doenca ou por acio terapéutica;
antibidticos
- Medicacdo quimioterapicos
farmacoldgica anticoncepcionais por via oral
corticosterdides
antimetahdlicos citotdxicos
— Doengas consumptivas
cronicas alcoolismo
— Doencas leucemias
malignas finfomas
neoplasias
— Doengas anemia
hematicas agranuiocitose

-— Estados pds-operatorios

- Malformacbes
— Aggo fraumatica maceracio da pele
tegumentar dermites

irritacdo das mucosas

— Afividade sexual

Fonte: ESTEVES et. al. (1977)
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LYNCH™ (1994) revela gue a candidiase oral foi reconhecida como
entidade clinica prépria j& no tempo de Hipdcrates que a descreveu em
associagéo com severa queda de resisténcia no seculo IV A.C. A primeira
pesquisa bem fundamentada sobre a candidiase oral, foi feita na Franga, pela
Sociedade Real de Medicina em 1786 e, em 1839, Langenbeck demonstra o
agente causal (C. albicans) na mucosa oral de um paciente com tifo. Desde
que David Gruby estudou os "sapinhos”, por volta de 1838, determinando a
patogenicidade das leveduras, 08 primeiros agentes paiogénicos descobertos,
0s diversos profissionais da area da saude, dentre eles os médicos e os
dentistas, tém se dedicado ao estudo dessas micoses. CHARIFKER™ (1960),
em sua tese de livre-docéneia, salientou que as leveduras contaminam a
regiao oral ao serem introduzidas na boeca, oriundas do meio exterior, com 0s
alimentos, agua, ar, ou ainda, através do contato com superficies corporais ou
inanimadas contaminadas.

Indimeras contribuicfes no campo da micologia oral tém sido
oferecidas por diversos pesquisadores, destacando-se os trabathos de
LIGHTERMAN'? em 1951, que reportou um caso de moniliase oral que se
disseminou em decorréncia Ede complicagdo terapéutica em paciente que havia
removido um cisto maxilar na clinica dental. PASS0S'® (1961) e BERTOLINI™
{1964), demonstraram também a prevaléncia desses microorganismos em
processos caridticos micoticos ou em amostras de canais radiculares
humanos. Outros ainda, como BARTELS & BLECHMAN" (1962), chamaram a
atengdo para a freqliéncia e distribuico dessas leveduras na cavidade oral de
individuos normais, ou de usudrios de préteses dentdrias (DAVENPORT®,
1970). RUSSEL & LAY?* (1973), estudaram a histéria natural das leveduras e
espécies do género Candida na cavidade oral de criangas, desde o dia do
nascimento até o primeiro anc de vida. Verificaram que elas estavam
presentes de 5,7% a 14,2% nos recém-nascidos e que aumentavam para até
82% nas 4 primeiras semanas de vida, principaimente quando as criangas iam
para suas casas. A dieta do hospedeiro, bem como mecanismos de aderéncia
e outros fatores predisponentes do préprio hospedeiro, tém sido apontados
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como os fatores de maior importancia na manutencéo de uma flora fungica
oral. STENDERUP®' (1990) relata que as leveduras sdo encontradas na
cavidade oral de individuos normais em 60 a 70% dos casos, sendo as
espécies alhicans, glabrata e tropicalis as mais comuns. Todavia, LYNCH™
(1994} salienta que o termo “portador” &€ muito discutido na literatura, em
contraste com o “doente’, havendo casos estatisticos que favorecem os dois
lados. O transporte das leveduras é muito influenciado pela idade, tendo
criangas com 1 a 18 semanas, taxas de mais de 50%, em contraste com 20%
para os adultos. Outros autores atribuem esse fato a diferengas imunoldgicas
(CHALLACOMBE®, 1994),

OLIVER & SHILLITOE™ (1984) e MANDEL' (1994), estudaram os
efeitos do fumo (tabaco) na prevaléncia e distribuicdo intraoral dessas
leveduras e DARLING® et al. (1990), os efeitos do uso da maconha sobre a
flora oral. Nesses casos, constatou-se um aumento na incidéncia e densidade
das leveduras do género Candida, em especial da C. albicans, nesses
individuos.

A candidiase oral € a infec¢go fuingica mais comum da cavidade oral
(ALLEN®, 1892) e temn aparecido em incidéncia cada vez maior em pacientes
com cancer da cavidade oral (PAULA™ ef al, 1990), em pacientes
imunocomprometidos e com doencas graves (HEIMDAHL & NORD™, 1990),
em idosos, (WILKIESON®™ ef af, 1981 e ELIASSON® ef al, 1992) em
diabéticos (DARWAZEHY of al, 1991 e QUERINO™ et al, 1994), e nos
Gltimos anos, em pacientes aidéticos (SCHMIDT-WESTHAUSEN®® et al,
1991, DUFFLYY ef al, 1992, SCULLY & ALMEIDA™, 19092,
SAMARANAYAKE?, 1992: FELIX & WRAY®, 1993, MONIACI'™ et al., 1993
KOLOKOTRONIS'™ et al, 1994; REICHART®" ef al., 1994; VALDEZ?? et al,
1995; HIRATA™ et a/., 1996),

Desde o excelente estudo sobre a microbiota normal do homem,
realizado por SOCRANSKY & MANGANIELLO®® (1971), até os trabalhos de
DREIZEN® (1984), STENDERUP®' (1980), BUDTZ-JORGENSEN (1990),
OLSEN "' (1900), PARK & YACCOB'™® (19894), PORTER & SCULLY*”
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(1994), os pesquisadores t&m verificado o papel dessas leveduras nas mais
importantes infecgGes micéticas da cavidade oral, destacando-se o “sapinho”
e, avaliando-se as alteracbes locais efou sistémicas em individuos
imunodeprimidos, aidéticos, usudrios de drogas e medicamentos
antibacterianos por tempos proiongados ou, portadores de doengas malignas e
habitos do fumo. Salientam que os eventos biolégicos locais, comuns em
infecgbes endodbnticas e outras condigdes, decorrentes do uso de préteses
parciais, presenga de caries, doenga periodontal, erupgéo e esfoliagdo dos
dentes, também podem predispor a candidiase.

BUDTZ-JORGENSEN? (1990), reporta os fatores que predispdem
& candidose oral, que podem ser sistémicos ou locais, segundo o quadro
abaixo:

Quadro 3. Fatores que predispéem & candidose oral

Fatores sistémicos:

- fisioldgicos: idade avancada, infancia; gravidez;

desordens enddcerinas: diabetes mellitus; hipotirecidismo;

deficiéncias nutricionais de: ferro; folatos; vitamina B12;

doencas malignas: leucemia aguda; agranulocitose,

defeitos imunes ou imunossupressio; AlDS; aplasia timica; corticosteroides;

Fatores locais:

- xerostomia;

- sindrome de Sjdrgren; iradiagdo; quimioterapia;

- antibidticos de largo espectro;

- sorticosterbides;

- dieta rica em carboidratos;

- leucoplaquia; cancer oral;

- mudancas nas condigbes de desenvolvimento: dentaduras; traumas; falta de
higiene em dentaduras e proteses;
fumar tabaco

Fonte: BUDTZ-JORGENSEN (1890).

HOLMSTRUP & AXELLY (1990), classificaram as manifestages

clinicas das infecgbes orais por leveduras, de acordo com o quadro abaixo:
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Quadro 4, Classificacdo das candidoses orais:

Tipos agudos:
- pseudomembranosa;
- eritematosa;

Tipos crénicos:

pseudomembranosa;

eritematosa;

semethante a placa;

nodular;

Lesbes associadas a Candida:
- gueilite angular; {periéche)
- estomatite das dentaduras;
- glossite mediana rombdide;

Fonte: HOLMSTRUP & AXELL (1990).

OKSALA™ (1990} ao reportar os fatores que predispdem a infecgdo
oral por leveduras, salienta que deve-se procurar avaliar com maior seguranca
as condicbes de saude do paciente e, nesse sentido recomenda os seguintes

testes para se identificar essas desordens; segundo 0 quadro abaixo:




Quadro 5.

Testes

para

leveduriformes

identificar

desordens
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das infecgles

Exames de sangue
e de urina de rotina

Testes para verifi-
car a funco endd-
cring

Testes para verifi-
car as anormalida-
des glandulares

Testes para verifi-
car a funcho imune

- hemograma com-
pleto

- ferro sérico

-~ capacidade de liga-
¢do do ferro

- proteinas

- vitamina B12

- folatos

- piridoxina

- teste dextrostix

- proteina ligadora de
iodo

- avaliagdo do agucar
sangiiinen

- ¢céloio e fosfatos do
SO0

- fosfatase alcalina

- teste synacthen

- % de fluxo das pa-
rotidas

- bidpsia da glanduia
{abial

- siglografia

- anticorpos conira 08
ductos salivares

- fator reumatdide

- fator antinicleo

- imunidade humoral
tocal

- imunoglobulinas e
anticorpns salivares
anti-Candida

- imunoglobulinas
séricas

- anticorpos do soro
anti-Candida

- imunidade mediada
por células

- skin teste

- transformagio dos
tinfocitos (PHA)

- producéo de linfoci-
nas (MiF)

- testes de fungédo
dos neutréfilos: mie-
loperoxidase, nitro-
azultetrazolio

Fante: OKSALA (1980).

Para 0 diagndstico da candidose oral, BUDTZ-JORGENSEN®®

1690) recomenda 0s seguintes procedimentos {écnicos:
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Quadro 6. Procedimentos técnicos para o diagnéstico da candidose

oral

Patologia

cultura esfregaco  bidpsia

hematologia

candidose pseudomembra-
nosa aguda

candidose atrdfica aguda
candidose pseudomembia-
nesa crinica

candidose hiperplasica
crénica

candidose mucocutdnea
crénica

estomatite por dentadura
queilite angular

)
()

+ = il
- = inapropriado
{+} = pode ser Giil

CMI = imunidade mediada por células

Sab hematologia podem ser (teis os testes de ferro plasmatico e vitaminas do comiplexo B.

CHALLACOMBE® (1994) reporta a importancia do estudo dos

aspectos imunolégicos dos pacientes com candidose oral. A imunidade contra

assas infecgbes € bastante complexa e parece variar de acordo com 08

diferentes tipos de agentes causais envolvidos com as interrelagbes entre a

mucosa oral e o sistema imune, e com os diferentes tipos clinicos da doenga.

Dentre os fatores possivelmente envolvidos na protec&o contra

essas infeccBes estéo:
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Quadro 7. Fatores possivelmente envolvidos na protegdo contra as
infecgdes por leveduras do género Candida

FATOR POSSIVEL MECANISMO

Imunidade especifica

anticorpos serices opsonizaco; inibigéo do crescimento
anticorpos salivares opsonizagdo; inibicdo do crescimento
imunidade mediada por Células

ativacdo das células citotdxicas  inibicBo da aderéncia
ativagao dos macréfagos e polimorfonucleares

citotoxicidade direta
imunidade ndo especifica
opsonizagdo aumento de anticorpos
fagocitose ter a possibilidade de matar
ativacdo do complemento interagdo com células
ativacio de macrofagos ter a possibilidade de matar
proteinas antifGngicas como as
calprotectinas e as histatinas inibicdo do crescimento

2.3. Caracteres gerais

Denire todos os seres vivos, os fungos fazem parte de um Reino
préprio: o Reino Mycetae ou Fungi.

Qs fungos & cogumelos fazem parte dos Mycobionta, com
aproximadamente 100.000 espécies, apresentando nuclecs {(eucariontes) mas
ndo plastideos (heterotréficos). Produzem esporos e corpos de frutificacéo,
onde aparecem pigmentos como o caroteno, melanina e outros compostos
ciclicos, tendo como substancias de reserva o glicogénio e lipideos. A
membrana celular ¢ rigida e constituida de quitina, celulose, ou ambas, sendo
o corpo vegetativo formade de filamentos ramificados (raramente nédo
ramificados), com crescimento apical e chamados de hifas. Quando se
agrupam, as hifas formam o0s micélios. Vivemn em todos os climas da Terra e
necessitam de compostos de carbono, nitrogénio, enxodfre, fosforo e ions

metdlicos, além de temperaturas entre -10°C e +60° C, umidade, e pH situado
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enfre 3,5 e 6,5, As quantidades de luz, CO; & O, podem influenciar a formacio
de esporos, dos corpos de frutificagdo e da multiplicagdo vegetativa. S3o
saprofitas e parasitas obrigatérios ou facultativos.

COOPER (cf. LENNETTE'® ef al, 1987), recorda que eles se
diferenciam das bactérias pelo fato de apreseniarem paredes celulares
formadas lentamente e compostas de polimeros de polissacarideos como a
glucana, manana, celulose e quitina. Ndo existem nos fungos os acidos
teicoico e muramico, da parede celular das bactérias. LENNETTE"®® (1987),
reporta que sob muitos aspectos, eles sdo menos complicados do que as
bactérias, pois crescem mais lentamente que elas. SVRCEK®® (1994) salienta
ainda que os fungos apresentam muitas caracteristicas semethantes aos
vegetais, o que fez com gue tivessem sido classificados entre eles. Cita o fato
de néc possuirem clorofila, ndo estando aptos a produzir substancias
prganicas complexas como agucares, amido e gorduras, comporiando-se
entdo, como heterotréficos. Sdo, todavia, mais amplamente distribuidos na
natureza do que as plantas verdes.

Os fungos apresentam caracteristicas morfoldgicas muito
particulares, o que faz com que as vezes, possam ser prontamente
reconhecidos. Em termos gerais (NEDER,'® 1968), apresentam-se formando
filamentos ou hifas, ou entdo, formando estruturas leveduriformes (*células’
ovaladas). As hifas, por sua vez, podem ser septadas ou ndo (cenociticas). O
conjunto ou reunido de hifas forma o micélio, que gquando possui as estruturas
de reproducdo do fungo, é chamado de reprodutivo ou aéreo e, quando
penetra no meio de cultura para retirar os nutrientes necesséarios ao seu
desenvolvimento, de vegetativo.

Caracteristica importante dos fungos filamentosos & a sua
capacidade de formar esporos haplbides, que dependendo do formato das
estruturas que os contém, podem ser esporangidsporos, zoosporos, conidios
ou artrosporos; ou ainda esporos dipldides, como 0s$ zigdsporos, ascosporos e

basididsporos.
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Além dos fungos filamentosos, existem as leveduras, cujo estudo,
interessa-nos mais amidde visto serem imporfantes agentes patogénicos aos
seres vivos. Contudo, desconhece-se o indice de prevaléncia das infecgbes
por leveduras em todo o mundo.

CAMARGO (cf. ALMEIDA” ef al, 1960), recorda que o termo
levedura vem do latim levere que significa levantar. Dai as variagBes “lieviti®
(taliano), “levure” (francés), ‘levadura” {espanhol); ‘yeast’ (inglés), ‘gist®
(holandés) e “hefe” (alemdo), gue significam espuma, agitagdo violenta,
levantar e erguer.

A primeira publicacao do livro “The Yeasts”, de Kreger Van Rij, em
1962, trazia 164 espécies de leveduras em 26 géneros diferentes (REED &
NAGODAWITHANA *"° 1991). A publicagéo de 1970, j8 possuia 349 espécies
€ 39 géneros, enguanto que a de 1984, 500 espécies em 60 géneros.

De acordo com LODDER & KREGER VAN RiJ'™ (1984), as
leveduras podem ser definidas como fungos unicelulares que se reproduzem
por brotamento ou fissdo. Formam dessa maneira, os pseudomicélios, gue
podem vir a formar os clamiddsporos e, se as condigbes do meio ¢ permitirem,
os blastdésporos isolados. ém virtude da formacdo de esporos, sdo divididas
em 3 familias: Endomycetaceae, Sporobolomycetaceae e Cryptococcaceae.

Todos os membros da familia Cryptococcaceae apresentam células
teveduriformes que se reproduzem por brotamento e formando, algumas
vezes, pseudo-micélios, micélios verdadeiros e artrdsporos.

A familia Crypiococcaceae apresenta 7 géneros (RIPPON, cf.
BURROWS™ &t al., 1968), dos quais um dos mais importantes sob o ponto de
vista clinico, & o género Candida, que possui 8 grupos e aproximadamente 200
especies, As caracteristicas das leveduras do género incluem a reproducao
por meio de blastésporos formando pseudomiceélios ou micélios verdadeiros,
reacdo de urease negativa e a ndo formagdo de capsulas ou pigmentos
carotendides. Neste trabalho, a C. guilliermondii pertence ao grupo Vi, a C.
atbicans, C. parapsilosis e a tropicalis ao grupo Vil e a C. krusei ao grupo VIiL
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Dessas quase 200 espécies de Candida reportar-se-30 a seguir somente as
caracteristicas das especies estudadas neste trabaiho.

Candida albicans (ROBIN) BERKHOUT, 1923:

Tida como a espécie mais patogénica do género ao ser humano,
apresenta uma sinonimia bastante vasta na literatura, com 172 designaces
diferentes citadas por ESTEVES® et al. (1977).

A levedura cresce em meio liquido formando células globosas com
ou sem brotamento e sedimento ou anel no tubo. Em meio solido apresentam
colbnias cremosas, brithantes e amolecidas, podendo formar borda de aspecto
micelial. A cultura em agar fubd apresenta pseudomicélios ou micélios
verdadeiros e eventualmente clamidésporos. Em soro incubado a 37°C formam

tubos germinativos. E rafinose (-).

Candida tropicalis (CASTELLANI) BERKHOUT, 1923:

Também apresenta vasta sinonimia, com 58 citagdes diferentes. £ a
segunda levedura mais patogénica para o ser humano, sendo mais importante
em infecgdes de pacientes com granulocitopenia (GELFAND, ™ 1989).

De crescimento semelhante ao da C. albicans, diferenciam-se dela
por formacdo eventual de flocos no {fubo do meio liquido e colbnias
esbranquicadas e acinzentadas em meio solido, com evidente borda micelial.

N&o forma clamidésporos. E rafinose (-).

Candida krusei (CASTELLANI) BERKHOUT, 1923:

Apresenta 27 citacfes de sindnimos na literatura. Em meio liquido
pode formar uma pelicula ondulada, encrespada e seca. Em meio sdlido, forma
coldnias esbranquigadas com margens irregulares ou enrugadas e exibindo
pseudomicélios com franjas. Nao forma clamidosporos. £ manitol (+) ou (-) e

rafinose {-).
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Candida parapsilosis (ASHFORD) LANGERON et TALICE, 1932:

Sao citados 11 sindnimos na literatura. E comum na pele e na boca,
sendo associada a casos de fungemia e endocardite em usuarios de drogas
(AHEARN,? 1978).

0O crescimento em meio liquido é semelhante aos demais, com
formacdo de sedimento e eventual anel. Em meio sdlido forma coldnias creme
a amareladas, brilhantes ¢ em algumas cepas, enrugadas. Nao forma

clamidésporos. E rafinose ().

Candida guilliermondii (CASTELLANI) LANGERON et GUERRA, 1938:

Possue 24 sinbnimos citados na literatura.
Em meio liquido pode formar anéis e ilhotas. Em meijo sélido forma
coldnias cremosas e amareladas, brilhantes e polidas ou onduladas. Nao

forma clamidésporos. E rafinose (+).

O quadro a seguir, mostra as caracteristicas morfologicas, de
crescimentc a 37°C em soro € em meios de cultura, formacio de
clamiddsporos e filamentagdo, o auxanograma do Carbono e do azoto de

leveduras do género Candida.



34

Quadro 8. Identificagdo Réapida de leveduras do género Candida (Segundo E.

Drouhet)
Resposta em 4 horas Resposta em 24 horas
Soro + Laeveduras Meios Auxanograma
do carbono do azoto
gmi s g r n s a
Sabouraud Sabowraud | @ a a a a i um
, 37°C + Actidione® crescimento + . { ! s é f E ; g’
Espécies {fitamen- BCB (inibigao tetrazélic o o o r ¢ n a a i
tagfo =+) (clamidospo =) 5 8 5 ¢t o t t oo
ros = +) e 8 e % O 5 Q9 ¢
2 5 &
e d
e
. albicans + + + branco + 4+ 0 + + 0 0 +
C. steflatoidea + 0 + cor-derosa + + 0 0 + @ o +
ot vermetho-
C. tropicalis 0 0 0 ) vy + 4+ 0 + + 0 0 +
C. pseudotropicalis 0 0 * vermeiho + 0 + + + + 4] +
C. guilferrnondif 4] 0 + Ao 0+ o+ o+ 0 +
C. Krusei 0 0 0 branco + 00000 4] +
C. parakrusei 0 rosa- + 4+
usel 0 ¢ avermethado 0 v+ 0 0 *
C. reylanoides 0 0 + branco + 000G 00 )] +
€. pulcherima 0 0 4] cor-gde-rosa + + 0 + + O 0 +
. vermeiho-
C. pelficulosa 0 0 0 vialaceo + + 0 + x % 0 +

Fonte: KAMOUN, (1969)

2.4. Classificagao das leveduras

O interesse pelo estudo morfoldgico dos fungos € muito grande em
razéo de sua imensa diversidade e de sua importancia clinica, visto que muitos
deles provocam doencas graves e fatais (HIRATA,” 1996). Nesse contexto, 0
estudo das leveduras patogénicas revela-se particularmente importante, tanto
sob o ponto de vista morfoldgico, como taxondmico.

Desde que foram relacionados Como 08 pPrimeiros mMiCroorganismos
causadores de doengas nos seres humanos por volta de 1839 (CHARIFKER,SB
1960), a busca de novos agentes etioldgicos entre os fungos ganhou inumeras
pesquisas, que culminaram com sua classificagio primaria, tendo por base

suas diferengas morfolbgicas.
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SKINNER & FLETCHER*® (1960) reportam que dentre os métodos
utilizados para o estudo das leveduras no tocante ao seu isolamento, saliente-
gse que elas s&o facilmente cultivadas em meios de cultura que contenham
agar e glicose e com pH entre 40 e 45 mesmo que o material esteja
contaminado com bactérias. Todavia, 0 seu isolamento de meios muito acidos
n&o é recomendado, principaimente se o material for de origem animal, porgue
elas podem n&o se desenvolver muito bem. Pode-se acrescentar ac meio de
cultura alguns antibidticos, como a penicilina e a estreptomicina, para se evitar
o desenvolvimento bacteriano, ou ainda da cicloheximida, para inibir os bolo-
res. A Candida albicans, a levedura patogénica de maior interesse médico,
pode ser identificada rapidamente através de seu isolamento em agar farinha
de mitho ou de batata, onde produz biastésporos com clamidésporos terminais
tipicos, ou ainda afravés da inoculagéo em animais ou técnicas sorofogicas.
As suas culturas podem ser mantidas em meios soiidos ou liguidos, e
estocadas entre 1 e 4°C, devendo-se contudo preferir as liquidas, uma vez que
menos esporos sdo formados, reduzindo dessa maneira a possibilidade de
segQregacao dos caracteres';. Podem ser preservadas por diversos meses,
recobrindo-as com Sleo mineral a temperatura ambiente, uma vez gue poucos
autores recomendam a sua liofilizac80, especialmente da albicans, que pode
apresentar mudancas fisiologicas, incluindo-se ai sua menor viabilidade.

Os estudos sobre a fisiologia dessas leveduras, sobretudo a partir
de 1947, além de terem sido feitos em pequena escala, apresentam grande
variabilidade, o que fez com qgue alguns pesquisadores discordassem da
validade taxondmica de alguns testes utilizades. Muitos desses estudos foram
feitos para se verificar a habilidade dessas leveduras em utilizar alguns
carboidratos produzindo gés, ou de usarem pentoses, compostos
nitrogenados, vitaminas, producdo de compostos como a riboflavina e acido
fblico, que apresentam interesse industrial, ou ainda de enzimas, gorduras,
ésteres, esterdis, etc...

Falando sobre a sua citologia, os autores reportam que a

composicdo quimica de sua parede celular tem sido estudada por muitos anos,
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demonstrando muito bem que nas bactérias e em certos fungos, as diferencas
nessa composic@o, especiaimente de aminoédcidos e de carboidratos, traz
importantes auxilios na sua taxonomia. A parede celular da maior parte das
leveduras e constituida de manana, quitina e glucana, sendo que todas as
especies do género Candida , apresentam esses trés componentes. Os
trabalhos sobre a formacéo de pseudomicélios, mostraram que ac que parece,
resultam de uma aparente quebra na sua manutencdo sulfidrilica interna,
enquanto gue a formagado dos clamiddspores, dos filamentos e da pelicula no
meio de cuitura, dependem de alteragdes metabdlicas internas das leveduras.
As mitocOndrias podem ser demonstradas no citoplasma de suas células
micelianas, através da coloragdo pelo cloreto de trifeniltetrazolium,
especialmente em celulas vethas (com mais de um més) e dessecadas.

Passando a ser pesquisados nos mais diferentes cantos do mundo,
comecou a haver um grande nimero de publicagdes que, alem das diferencas
metodoiGgicas, {raziam interpretacOes errbneas, contribuinde para provocar
uma enorme confusdo e discussbes sobre o entendimento e classificacdo
sistematica desses microorganismos. SKINNER®™ (1946) salienta que as
leveduras trouxeram mais problemas aos microbiologistas do que qualguer
outre grupo de microorganismos, durante todo o seu estudo morfoldgico-
taxondmico. Haja vista por exemplo, os problemas com a sua propria
nomenciatura, conforme os relatos de LODDER & KREGER VAN RIJ™ (1984),
que reportam certenas de sinGnimos entre as diferentes especies de
leveduras.

O estudo dos fungos & das Jeveduras ficou praticamente estagnado
desde que eles foram observados por Leeuwenhoek em 1680, até 1830,
guando foram feitas as primeiras tentativas de classifica-los (REED &
NAGODAWITHANA *'® 1991).

Com o avango das descobertas cientificas, especiaimente o
aparecimento de dezenas de novas espécies de fungos e leveduras, sentiu-se
a necessidade cada vez maior, de agrupar esses microorganismos em

géneros, familias e, finalmente num Reino, que melhor pudesse representar
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todas as suas caracteristicas morfoldgicas e comportamentais comuns,
diferenciando-os, dessa maneira, dos outros microorganismos e seres vivos.
Desse modo, a sistematica, cuja funclo basica é coordenar os grupos das
enormes variedades de formas observadas na natureza, classificando-os em
grupos e determinando seus diferentes graus de parentesco e de hierarquia,
permitiu o reconhecimento de suas multiplas relacdes de afinidade e facilitou a
descoberta de novas caracteristicas (cf. HOFLING, % 1976 e VIDAL &
VIDAL,* 1985), favorecendo uma taxonomia mais real.

LACAZ™ et al (1970}, revela-nos que foi Pier Antonio Michelli, o
primeiro pesquisador que se preccupou de maneira mais objetiva em organizar
os fungos em chaves de classificacfo, apesar do proprio Linneau ter-se
preocupado em introduzi-los junto aos vegetais.

As controversias a respeito da nomenclatura mais correta a ser
utiizada para as leveduras, persistiram por muito tempo, desde que
Quinguaud colocou-as no género Syringospora e Robin no género Qidium, em
1869 e, Will no género Mycoforula, em 1916. Em 1923, Berkout conseguiu
estabelecer as bases para a classificag@o das leveduras, colocando-as em
diversos géneros, sendo o género Candida o que nos interessa mais de perto.
Como se percebe, ndo foi téo facil se chegar a um acordo sobre o nome
correto a ser utilizado para o género, existindo ainda as propostas de
LANGERON & GUERRA, em 1938 (cf. ESTEVES® et al., 1967) e de Diddens
& Lodder em 1939, preferindo chama-las de Candida. Tal situacdo perdurou
durante a realizac8o de diversos Congressos Internacionais de Botanica, como
os de Nova lorque em 1939 e o de Estocolmo, em 1930, Finalmente, em 1958,
durante o 9° Congresso Internacional de Botanica, realizado em Montreal, no
Canada, resolveu-se manter o nome Candida do género em virtude da sua
ampla utilizagdo (nomen conservandum) substituindo-se  todas as
tarminologias mais antigas, como por exemplo Oidium e Monilia, conforme nos
informa LODDER & KREGER VAN RiJ'* (1952),

WEBERLING & SCHWANTES®™ (1986), relatam que Carl von Linné
{1707-1778) botanico sueco, é considerado o "Pai da Sistematica”. REED &
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NAGODAWITHANA®® (1991) relatam que ele arranjou as plantas e animais
em 24 classes diferentes incluindo os fungos na Gltima classe (Cryptogamia).
As formas microscopicas receberam especial atencfio, porque nesse tempo
acreditava-se na teoria da geracBo espontanea. O sistema de Linnaeus,
publicado em sua Systema Natura, cuja 10° edigdo surgiu em 1758, serviu de
base para a nomenclatura taxondmica de Bailey, em 1933. A taxonomia das
leveduras comegou somente em 1837, quando Meyer colocou o género
Saccharomyces na classificacdo. Somente 50 anos mais tarde os estudos
sobre as leveduras tiveram novos impulsos, gracas aos trabalhos de Hansen,
nos Laboratdrios Carlsberg, trabalhando com leveduras em culturas puras, por
mais de 30 anos. Salientam que apesar da preponderéncia das disciplinas
fisiologicas na pesquisa e na teoria, a sistematica continua sendo muito
importante para a Biologia, estabelecendo uma imagem a mais completa
possivel da grande diversidade dos organismos, compreendendo ac mesmo
tempo as relagdes formais entre eles e o reconhecimento das leis biolégicas
gerais. Desse modo, deve-se procurar conhecer e obter todos os dados sobre
a forma e o tipo de vida, sua distribuicdo, variabilidade e, todas as suas
demais qualidades, para que Se possam saber quais s&0 0s iguais e guais os
n&o-iguais, organizando-0s num sistema clarc. Em Botanica, os autores dizem
que a Taxonomia tem um cardter analitico-descritivo, enquanto que a
Sistematica tem uma orientacdo sintético-comparativa,

A determinagdo entre os limites dos grupos de organismos
{espécies ou grupos de nivel superior ou inferior), € chamada de TAXONOMIA
As unidades sistemdticas sdo diferenciadas umas das outras e determinadas,
conforme a sua categoria, sendo chamadas de "taxon” ou “taxa” (taxons). E
tarefa da taxonomia, estabelecer com maior exatidao possivel, as diferencas e
delimitacbes entre os grupos de organismos, 0 que se torna mais dificil a
medida que aumenta o numero de organismos pesquisados e, tendo-se em
vigta também, que quem classifica deve conhecer todo o conjunto e as suas
caracteristicas individuais. Os niveis hierdrquicos do sistema $30 importantes

para se compreenderem as diversas categorias, As diferencas ou
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semelhancas devem ser o mais constantes possiveis num certo grupo de
organismos, para que a sistematica tenha valor e exiba um grau de pareniesco
natural mais proximo.  Para que ocorra uma denominacdo Unica e
internacional, os organismos recebem nomes cientificos (latinos ou
latinizados), cuja organizacdo e aplicac8o é regulamentada pelo Codigo
Internacional de Nomenclatura, destacando-se as regras do exemplar-tipo, da
prevaléncia do nome mais antigo, da combinacdo binéria do género e da
espeécie, seguido do autor e da regra da prioridade, no caso de outros autores.

REED & NAGODAWITHANAZ'® (1991), salientam que o termo
sistematica ¢ utilizado em sentido amplo, como sindnimo de taxonomia. O
termo taxonomia vem do grego "taxis” (arranjamento) e "nomos” (lei) & € um
ramo da sistematica que inclui a classificacdo, identificacdo e a nomenclatura
dos seres vivos. A classificacao filogenética se preocupa em estudar as
classificaces entre os organismos, 0 que somente é possivel se existirem
suficientes fosseis para exame. Nesse caso, sob o ponto de vista dos
microorganismos e, em especial das leveduras, a delicadeza e ¢ pequeno
tamanho de suas células, irr}pede 0 seu estudo mais pormenorizado.

WHITTAKER?? (1989), reporta os novos conceitos sobre os reinos
dos organismos vivos, que podem ser classificados de maneira diferente do
gue os dois reinos até aqui entdo existentes (animal e vegetal), levando-se sm
conta as novas relagbes evolucionarias. Salienta que existem ainda muitas
limitagfes a esse sistema de classificagdo, gue existe desde o tempo de
Linnasus. Essas limitagGes, por exemplo, podem ser vistas na classificagao
dos protistas, dos moneranos e dos flagelados, em relagéo aos fungos supe-
riores e, também, nos proprios fungos, gue mais recentemente foram
separados das plantas em virtude de suas diferentes origens, diferentes
diregbes evolutivas, organizagbes e adaptagbes, principalmente frente a sua
nutricdo primaria.

Os fungos s&o originarios de seres unicelulares, alguns dos quais
flagelados e, mesmo que alguns autores achem que derivam das algas e das

plantas, apresentam uma organizacéo bem diferente delas, sobretudo nos
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fungos superiores, que apresentam micélio e diferencas reprodutivas das
plantas superiores, que séo dipldides. E provavel que os fungos apresentem
correlaghes estruturais convergentes com as algas, como por exemplo o ciclo
de vida e, também com as bactérias miceliais (actinomicetos), 0 que tem
atrapathado ainda mais a sua correta classificacéo.

COPELAND (cf. WHITTAKER,** 1989), entre 1940 & 1950, propds
a classificagdo dos seres vivos em 4 Reinos: Micota ou Monera; Protoctista;
Plantae e, Animalia. Contudo, como o sistema de classificagdo também
apresenta limitagbes, principalmente no campo dos modos de nulricdo, nos
limites entre 0s animais e plantas unicelulares e, no agrupamento de outros
seres em um unico Reino, como o Protista, houve a necessidade de se
aprimorar mais ainda o sistema de classificagdo, surgindo entdo o sistema de
cinco Reinos. Dessa forma, 0s cinco Reinos propostos, s8o 08 sequintes:
Reino Monera; Reino Protista; Reino Plantae; Reino Fungi; Reino Animalia. O
Reino dos fungos tem relagdo com o dos animais e plantas superiores,
existindo uma linha mais definida de separacéo entre os fungos inferiores e o8
protistas, através dos estudos de Simpson e outros autores, ao final da década
de 50. Esse novo tratamento classificatério dos seres vivos, trouxe um grande
aumento no nimero de "taxa”, representando melhor o que ocorria sob o ponto
de vista das relagfes entre os organismos e suas maneiras de nutricao
{fotossintese, absorgdo e ingestdo). Apesar disso, essa classificagdo em cinco
reinos, também tem as suas limitagbes, como a dificuldade em se distinglir a
linha separatbria entre a organizacdo dos unicelulares, dos muilticelulares e,
dos multinucleados.

JOLY'™ (1954), em sua tese de doutoramento, relata que Pasteur
foi o introdutor dos estudos que forneceram os methores conhecimentos sobre
as leveduras. Bucher mais tarde, prestou uma valiosa colaboragéo, ao
descrever a zimase alcodlica e, em 1909, Guilliermond comegou & esbogar a
linha filogenética das leveduras, fundamentando suas opinides no estudo

maorfolégico gue realizou das mesmas.



41

Cita Stelling-Dekker, que dividiu-as em dois grupos (familias),
baseando-se na formagdo ou n&o de micélios e, mais tarde, Guilliermond
acrescentou outra divisdo, baseando-se nas suas linhas de descendéncia.
Estudos posteriores realizados por Winge & Laustsen e ainda por
Guilliermond, em 1940, foram acrescentando novas relagfes entre os seres
desses Qrupos, especialmente enire as leveduras e 0s basidiomicetos,
relacionando-os finalmente com os fungos. Foi por volta de 1938, que Jelinek
reportou serem as reacdes sorologicas os methores métodos para se
classificarem as leveduras, justificando tal escolha pelo fato dos micrébios
apresentarem grande variabilidade e, a inconstancia dos caracteres celulares,
fomentadora dos erros da sistematica morfoldgica. Qutro autor, Benham,
afirmava que o método soroldgico era superior aqueles que se utilizavam de
provas de fermentagio e aspectos morfoldgicos.

VAN DER WALT (cf. SKINNER™ et al, 1980), reporta que os
critérics para a delimitacdo das espéecies (especiacdt) das leveduras,
basearam-se nos seguintes aspectos:

- discontinuidade  fenotipica:  baseia-se nas  diferengas
morfolbgicas, propriedades fenotipicas e propriedades fermentativas e
assimilatorias;

- infertilidade: baseia-se na capacidade de uma levedura poder
hibridizar-se ou, entéo, o seu hibrido possuir fertilidade reduzida;

-~ analise dos acidos nucléicos: baseia-se na analise dos acidos
nucléicos das bases do DNA ou na homologia do DNA-RNA;

- taxonomia pratica; baseia-se em estabelecer critérios praticos
para poder diferenciar uma espécie da outra.

Essas técnicas podem contribuir em mais de B0% dos casos, para a
correta classificag@o taxonomica dos fungos.

Desse modo, as leveduras que nos interessam neste trabatho, séo

classificadas corretamente, segundo 0 que segue.

~ Reino: Mycetae ou Fungi ,
- Divisdo: Deutaromycola |
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- Sub-divisdo: Deuferomycotina ;

- Classe: Deuteromycete |

- Sub-classe: Blastomycetidae
- Familia: Cryptococcaceae ;
- Género; Candida .

SHIMIZU™ (1990), em sua tese de docéncia-livre, salientou também
que segundo Lodder & Kreger Van Rij em 1984, a espécie albicans esta
inciuida no grupo Vil desse género, apresentando reagéo negativa ao azul de
diazbnic B. Além disso, segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da
Saude, no periodo de 1980 a 1989, a candidose foi a doenca que mais
frequentemente esteve associada a Aids, afetando cerca de 32% dos
pacienies. Salienta que 0 género apresenta atualmente 196 espécies, sendo
a espécie albicans uma das mais estudadas em virtude de sua patoge-
nicidade, que tanto € maior quanto maior a sua capacidade em produzir
enzimas proteoliticas, como a hialuronidase, proteinase, condroitin-sulfatase e
fosfolipase.

JOLY'™ (1954) baseou seu trabaiho, nos preceitos de Lodder &
Kreger Van Rij, que em seu livro sobre as leveduras, de 1952, baseavam a
identificacdo sistemética das leveduras, em seus caracteres fisioldgicos,
morfoldgicos e culturais. Como aspectos fisiologicos importantes, destacam a
formacdo de pelicula em meio liquido (€ um carater de aerobiose), o
zimograma dos hidratos de carbono, 0 auxanograma dos acucares, o
auxanograma do nitrogénio, a producdo de compostos amildceos, a produgio
de ésteres (alguns fornecem por exemplo, o "flavor” caracteristico do "sherry™),
a producdo de pigmentos carofendides, a producdo de acidos, o
desdobramento de gorduras (caracteristico da Candida  lipolytica), a
coagulacio e peptonizacio do leite (caracteristico da Candida fropicalis e da
Candida psesudofropicalis). Além disso, reporte-se a importancia das leis de
fermentacdo de Kluyver-Dekker, que utilizaram a glicose, lactose, maltose,
sacarose, galactose, rafinose e as vezes g nulina, para o estabelecimento do

zimograma dos hidratos de carbono. Como aspectos morfolégicos de inte-
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resse, chamou a atenco para as caracteristicas da reprodugéo vegetativa, a
forma e o tamanho das células, a formaco dos ascdsporos {seu ndmero é
tipico para cada espécie, bem como sua forma e aspecto), e a formagado de
blastdporos. Finalmente, como caracteres morfolégicos culturais, devem ser
examinadas as consisténcias das culturas, aspecto e superficie. Prescott e
Runn, em 1940, reportaram ainda que as leveduras podem ser induzidas a
esporular, pelo efeito da inanicdo ou de circunstancias toxicas presentes na
cultura, o que pode de certa forma, auxiliar a sua identificacao.

Em 1960, SKINNER & FLETCHER,*® realizaram uma revisdo geral
sobre as leveduras do género Candida , segundo os aspectos de sua
nomenclatura, taxonomia, ecologia, métodas de estudo (isclamento,
identificacéo e preservagéo das culturas) e a fisiologia (produtos metabdlicos e
nutricdo, citologia ¢ antibiose). Antes da década de 80, haviam muitas
corfrovérsias sobre a classificacdo correta das leveduras, fazendo com que os
pesquisadores holandeses, procurassem simplificar a sua identificacdo,
atraves de testes de fermentagdo da lactose e testes soroldgicos. Também
$&0 dignos de nota, 0s estudos empreendidos a partir de 1947, sobre a
ecologia dessas leveduras, gmostrando sua associagdo com 0s animais, trato
gasirointestinal, pele e outros ambientes, como ¢ solo, ar, frutas processadas,
camardes, insetos, flores, cogumelos, estrume, padarias, frutas citricas, frutas
processadas, cervejas, tomate, café fermentado, gema de ovo desidratada,
exsudato de arvores, infusdo de oliveiras, colheitas, ceco bovine, agua fresca,
agua de lagos, membranas mucosas, fezes, eic...

Como algumas caracteristicas dessas leveduras, 0s autores
chamam a atengéo para o fato de que existe um interessante parasitismo entre
Bacterium candidoestruens e as espécies de Candida albicans e Candida
tropicalis , no qual a bactéria invade as células dessas leveduras, causando a
sua ruptura e destruicdo, com ¢ consequente aparecimento de um pigmento
brilnante e vermeiho, facilmente visivel e, que pode, portanto, indicar o
aparecimento da levedura. Existem ainda outras associagbes dessas leve-

duras com microorganismos, baseadas em aiguns produtos utilizados no seu
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metabolismo ou produzidos por ele. Destaque-se por exemplo, que alguns
produtos oriundos do metabolismo da Candida albicans, favorecem o cresci-
meno e o desenvolvimento do  Mycobacterium  tuberculosis e dos
lactobacilos da cavidade oral, controlando o seu desenvolvimento peios niveis
de acido lactico presentes no meio.

Os trabalhos de BARTNICKI-GARCIA" (1968), sobre a quimica da
parede celular e o seu papel na morfogénese e taxonomia dos fungos,
trouxeram novas luzes para a sua identificacéo.

Salientam os autores, que a parede celular se constitui numa
versatil residéncia para a levedura pois ela expande-se continuamente através
do crescimento, sendo extensivamente remodelada durante o seu
desenvolvimento. Afravés da manipulacdo da construgdo de sua parede
celular, os fungos podem adquirir uma grande variabilidade nas suas
caracteristicas morfolégicas, conseguindo dessa forma realizar vérias fungdes,
como por exemplo o crescimento vegetativo, a colonizacéo do substrato, a
reproducdo, a dispersdo, a sobrevivencia, a penetracdo no hospedeiro, a
predacao no animal, etc... Desse modo, o desenvolvimento morfoldgico dos
fungos, depende da morfogénese da parede celular e, esta fortemente
retacionado com a taxonomia (filogenia) ¢ a morfogénese (ontogenia). A
parede celular é composta de 80 a 90% de polissacaridecs e ¢ restante, de
proteinas e lipideos, existindo alguns exemplos onde a percentagem atinge
40% ou menocs, embora sejam raros. Tambem podem estar presentes
pigmentos como a melaning, polifosfato, ions inorganicos, acidos nucléicos
{ainda ndo totalmente comprovados), eic.. Fisicamente essa parede
apresenta um emaranhado de microfibrilas, cimentadas ou ligadas a uma
matriz amorfa. Quitina e celulose fazem parte desse esqueleto na maior parte
dos fungos, existindo ainda aqueles que usam dglucanas ndo celulbsicas.
Esses cimentos sé8c compostos basicamente de glucanas, mananas,
galactanas, heteropolissacarideos, e outras substancias. As tecnicas da
difracdo dos Raios-X e da espectroscopia de infra-vermelho, s8o as mais
indicadas para se identificar os polimeros (quitina e celulose) da parede
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celular dos fungos. A composicéio desses polimeros é muito importante para a
taxonomia porque alguns pesquisadores, ja conseguiram dividir por exemplo,
0s Fhycomicelos aquéticos, em duas taxa. O advento de métodos mecanicos
que conseguem obter extratos mais puros da parede celular das leveduras, e
de outras técnicas como a cromatografia em papel, trouxe um grande avanco
no refinamento analftico das técnicas de taxonomia, provocando também uma
nova classificacao.

A composigdo quimica da parede celular pode distinguir os fungos
dos outros seres vivos, como par exemplo o contetido de celulose e o seu tipo
de cristalizacdo, o tipo de ligacao glicosidica dos polimeros de glicose, etc.

BARTNICKI-GARCIA™ (1968), estudou os fungos taxonomicamente,
de acordo com a composicdo guimica de sua parede celular, como se pode ver
nNo quadro a seguir:

Quadro 9. Taxonomia dos fungos baseada na parede celular

Categoria quimica Grupo taxondbmico Trago distintivo
[ - celulose-glicogénio  Acrasiales pseudoplasmodios
il - celulose-glucana Oomycetos zodsporos biflagelados
it - celulose- quitina Hyphochytridiomycetes  zodsporos uniflagelados
V- quitosan-quitina Zygomycetos Zyadsporos
V- quitina-glucana Chytridiomycetes zobsporos uniflagelados
Ascomycetos hifas septadas, ascoporos
Basidiomycetos hifas septadas, basidiosporos
Deuteromycetos hifas septadas
V1 - manana-glucana Saccharomycetaceae  células leveduriformes,
ASCUSPOros
Cryptococcaceae células leveduriformes
Vil - manana-quiting Sporobolomycetaceae  leveduras {(pimentos caro-
tendides), hallistosporas
Rhodotorutaceae teveduras (pimentos caro-
tendides
Viil - poligalactosamina- Trichomycetes grupo heterogéneo, artro-
-galactana podes parasitas

Fonte: Bartnicki-Garcia {1968)
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Do quadro acima, destaque-se o grupoc VI, que apresenta fungos
com manana e glucana na sua parede celular. Dentre os fungos desse grupo,
destacam-se os do género Sacharomyces, Candida, Hanseniaspora e
Kloeckera . A quitina estd presente mas em pequenas quantidades. A
manana e parte das glucanas, é alcali-soltvel, enquanto que as glicoproteinas
complexas desses polissacarideos, {&m sido iscladas por diversos autores. A
glucana alcali-solGvel, é o componente que forma ¢ esqueleic da parede
celular e apresenta ligacdes beta 1,6 e beta 1,3.

A parede celular também pode ser estudada afravés do uso de
enzimas que provoquem a sua ruptura, como a dissulfifo-redutase, que
provoca na Candida albicans, 0 seu dimorfismo, em virtude de sug diferente
habilidade de brotamento (conforme comprovam os trabalhos de NICKERSON
& FALCONEY em 1959) e, das glucanases, que participam do fenébmeno
morfogengtico, na fusdo e conjugacio das células.

Quanto & antibiose, SKINNER & FLETCHER 2% (1960), reportam
gue o uso de muitos antibidticos que eliminam as bactérias do intestino, boca e
vagina, ndo eliminam os fungos, contribuindo portanto para o seu
desenvolvimento posterior pela auséncia de competicBo. Foi descrita uma
grande variedade de colbnias rugosas de Candida albicans na flora de
pacientes tratados com antibioticos.

Contudo, as técnicas propostas para a identificagéo taxonbmica das
leveduras, ganharam com O passar dos anos, muitos acréscimos, com a
introducao da biologia molecular e os excelentes trabathos de NICKERSON'™®
(1963), HALL™ (1969) e HALL® ef a/. (1969).

NICKERSON' (1963), afirmou que a forma da levedura, se deve 2
rigidez de sua parede celular, que apresenta muitas macromoléculas em sua
constituicdo, e que suas propriedades fisicas de associacdo, conferem uma
estabilidade dimensional. Para que possa ser melhor estudada, os cons-
tituintes da parede celular devem ser isolados da melhor maneira possivel e,

as lavagens das ceélulas sdo requeridas, para se retirarem os restos do meio
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de cultura, apds o que as células sofrerdo ruptura mecanica por meio de
colis@o, impacto, cortes, sonicagdo ou outros métodos. Desse modo, as suas
enzimas podem ser expostas, provocando a lise celular. O isolamento dos
fragmentos da parede celular pode ser feito através da sua ruptura com
peérolas de vidro e, o material obtido, estd livre dos debris celulares. Qutros
meétodos citados de ruptura das células, incluem o uso de prensas hidraulicas
{tipo Huhes), 0 uso de enzimas para fazer a sua digesto enzimatica (obtidas
de lesmas ou de bactérias) e outros, devendo posteriormente haver a purifi-
cacdo do material com ¢ uso de centrifugacdes com solugbes tampdo, etc. O
material dai obtido, é analisado microscopicamente ou ainda com o uso de
coloraghes, para se comprovar a ruptura das paredes celulares. No caso da
coloracdo de Gram, as leveduras sdc Gram positivas e os restos celulares
Gram negativos. A microscopia eletrbnica também pode verificar eventuais
contaminacgdes do material. Qs critérios para pureza incluem a auséncia de
corpos esféricos pequenos, uma homogeneidade microscopica e a constancia
da analise do nitrogénio.

QO fracionamento das células leveduriformes para a obtencgéo da
parede celular, pode ser féitc com o uso de alcalis a 25° C, solubilizando o
material da parede, que € composto de um complexo manana-proteina. Deve-
se retirar desse material o seu conteddo de lipideos através do uso de KOH 1N
a 25° C, sob atmosfera de nitrogénio, licfilizando-o depois. Outros autores
reportaram o uso de etilenodiamine para fazer o fracionamento da parede
celular. Desse modo, os componentes macromoleculares que podem ser
isolados da parede celular das leveduras, s80 0s seguintes:

~ LIPIDEQS: extraidos por trés processos: tratados com etanol-éter
a 25° C; com cloroférmio a 25° C; tratados com etanol-éter a 50° C com 1% de
HCI Geralmente essas trés extragdes sio realizadas no escuro, sob atmos-
fera de nitrogénio e com solventes frescos e destilados. O material obtido é
um complexo de lipopolipeptideos e lipopolissacarideos, que provavelmente

contribuem para a arquitetura da parede celular.
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~ COMPLEXOS POLISSACARIDEO-PROTEINA: a solucdo de
Fehling precipita os complexos manana-proteina, formando um composto de
cor azul e cujo principio de reagdo ndo se conhece. A precipitagdo de
polissacarideo e do cobre, ndo € uma evidéncia de que somente existam
residuos de manose. Existem também os de manose-glucose (2:1), enquanto
que outros autores reportam espécies de leveduras que nem apresentam
manose. Varios frabalhos tentam determinar com exatidao os componentes
desses complexos.

— PROTEINAS: a anélise quantitativa dos aminocécidos das fracbes
isoladas das paredes celulares de leveduras, reveiam que elas possuem
proteinas associadas 3 sua parede celular, sendo de composicéo muito similar
e com um carater marcadamente acido, em virtude da presenca de acido
glutémico e acido aspértico ao redor de 31%.

-~ MACROMOLECULAS COM HEXOSAMINAS: como por exemplo
acetilglucosaminas e glucosaminas que estdo ligadas a parede celular e gue
serviriam como agentes ligantes entre as proteinas e os polissacarideos,
componentes desses complexos.

Com o passar dos anos, outras técnicas puderam ser estudadas,
com ¢ intuito de aplicacdo na taxonomia de fungos e leveduras. Dentre elas,
deve-se destacar ainda os trabalhos de SPENCER & GORIN®Y (1989), que
realizaram um estudo sobre a sistematica das leveduras do género Candida
Berkout, através dos espectros de ressonéincia magnética protdnica de suas
mananas e do conteudo de manoses de seus polissacarideos. Esses
espectros foram depois comparados com os espectros obtidos de outros
fungos, tentando-se descobrir eventuais similaridades. Desse modo,
classificaram as leveduras desse género, em gquatro grupos distintos:

—~ o0 grupo das espécies classificadas como asporogénicas
(perfeitas),

- 0 grupo das que apresentam espectro dos polissacarides que
contém manose semelhante ao espectro das mananas, sendo tambem

egpecies perfeitas;
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— 0 grupo das espécies tipo Candida parapsilosis;

- O grupo das especies que néo fermentam glicose e que n&o sfo
incluidas nos outros grupos;

Concluiram finalmente, que a técnica de ressonancia magnética
protbnica, apesar de ser menos fidedigna do que as outras técnicas
bioguimicas que podem ser empregadas, podem trézer algumas informactes
adicionais mais detalhadas sobre a estrutura dos polissacarideos em solugéo
nos extratos brutos desses microorganismos,

ODDS & TRUJILLO-GONZALES™ (1974), estudaram os niveis de
fosfatase acida presentes nas leveduras do género Candida, e suas
implicagfes com a faxonomia e identificacBo desses microorganismos,
especialmente das espécies mais patogénicas para os seres humanos.
Atraveés de ensaios quantitativos de células intactas de 7 espécies do género e
de outras leveduras e fungos de géneros diferentes, encontraram muitas
diferencas e poucas similaridades entre as atividades dessa enzima. Os
niveis dessa enzima, foram estudados em células intactas dessas leveduras e
a pH=2,0, mostrando diferencas estatisticas suficientes para separd-las de
alguma forma. Desse modo, os aulores puderam identificar as espécies de
Candida guiliermondii e Candida pseudofropicalis , complementando os
estudos e métodos de identificacio morfoldgica e fisioldgica para as leveduras
das espécies krusei e lambica. A fosfatase acida da Candida aibicans, é
uma manoproteina localizada provavelimente na superficie da célula
leveduriforme, semelhante ac que ocorre com a Sacharomyces cerevisiae .
Os resultados ainda indicaram que nessa levedura, 0 maximo de atividade
enzimatica ocorreu em sua fase estacionaria de crescimento. Em termos de
niveis mais allos de atividade enzimatica, encontraram, de maneira
decrescente, as seguintes leveduras: Candida krusei, Candida guilliermondii,
Candida albicans, T. glabrata, Candida stellatoidea, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans e finalmente a  Candida
pseudotropicalis .
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SCHERER & STEVENS™ (1987), reportaram os métodos de
tipagem do DNA, aplicados na epidemiologia e taxonomia das espécies de
leveduras do género Candida . Dentre os diversos métodos descritos para a
extragdo do DNA, citaram os que envolvem a digestdo e a eletroforese dos
fragmentos do DNA, tendo conseguido encontrar mais de 100 padrdes
diferentes no gel que poderiam ser utilizados para se tipar essas leveduras.

ESTEVES® et al (1977), reportam finaimente os trabalhos de
Tsuchiya et a/. (1961); Akiba et al. (1961); Miyake ef al. (1961); Mikamo et al
(1961), Fukasawa ef al. (1968), que procuraram determinar a estrutura
antigénica das diferentes espécies; os de Hasenclever (1961) e (1963), que
visaram relacionar a constituicdo antigénica e a patogenicidade e, os de Biguet
et al. {1961) e (1965) e os de Van Ky ef af. (1963) e (1969), que se orientaram
na investigacdo da atividade enzimética dos complexos antigeno-anticorpo
dessas leveduras.

CORREA® (1984), em sua tese de Mestrado, reporta que a levedura
Candida albicans (Robin) Berkout (1923), pertence & divisdo Deuteromycota,
sub-divisdc Deuteromycotina, classe dos Blastomycetes e familia
Crypfococcaceae (Ainsworth, 1973, Von Arx, 1974). Segundo os estudos de
Scherwitz ef afii. {1978), verificou-se que a parede celular dessa levedura é
constituida de cinco camadas: camada granular, camada amorfa, camada mais
espessa e de maior densidade eletrdnica, camada finamente revestida de
elétrons e, finalmente, a camada menos densa, siuada logo acima da
membrana citoplasmatica. Os componentes infracelulares dessa levedura séo
idénticos aos encontrados em outras leveduras (Carbonell ef alii, 1963). As
celulas s8o uninucleares com um unico nucléclo, apresentandc envelope
nuclear constituido por um par de membranas. Os vacuolos existentes sdo
delimitados por uma Unica membrana. O reticulo endoplasmatico liso,
mitocdndrias e ribossomos, 80 feicbes constantes do citoplasma,

OLSEN™' (1990), realizou uma importante revisdo sobre os
métodos  quimiotaxonomicos utilizados na classificago das leveduras,
verificando que eles se preocupam essencialmente com a elucidacio de suas
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composigbes quimicas, ou entdo com as composicBes quimicas de seus
produtos. A andlise dos produtos de fermentacdo e dos sistemas enzimaticos
& a sua regulagdo celular, podem revelar novas caracteristicas dnicas ou
comuns aos diversos grupos de organismos. Os avangos nos equipamentos
analiticos, como na cromatografia e na eletroforese e outras técnicas fisicas e
guimicas, tém muito contribuido para 0s avancos da quimiotaxonomia. Dentre
essas técnicas, 0 autor cita as de analise da composicdo do DNA; os métodos
de mapeamento e tipagem do DNA; as de homologia DNA-DNA: os estudos de
homologia do RNA ribossdmico com 0 DNA; os métodos de sequenciamento
dos aminoacidos das enzimas; os de andlise dos polipeptideos das cadeias
protéicas das ceélulas leveduriformes; a verificacdo do sistema de toxinas
assassinas (killer) das leveduras; o espectro dos citocromos e, finalmente, as
técnicas que analisam os polissacarideos capsulares.

BARNS™ &t afi (1991), estudaram os relacionamentos
avolucionarios entre especies patogénicas de leveduras do género Candida e
outras leveduras, através da analise filogenética de seus RNA ribossémicos,
verificando relacfes entre essas leveduras. Salientaram também que o
meatodo de classificar as ie:eduras, de acordo com sua forma sexuada, tem
trazido muitas confusdes para a taxonomia dos fungos, fazendo com gque
novas propostas tenham sido formuladas para evita-las, especialmente as que
se baseiam em técnicas do RNA ribossdmico, que em alguns fungos € 58 e,

em outros, como no caso das Candida, & 18S.

2.5, Eletroforese

De acordo com RILBE®? (1973), Reuss foi quem primeiramente
idealizou e praticou 0s primeiros ensaios de elefroforese, ja no ano de 1809,
ao constatar que componentes de uma mistura de substancias, poderiam ser
separados quando submetidos a agdo de uma forga elstromotriz. No entanto,
assas descobertas ficaram parciaimente esquecidas, até gue LODGE, em
1886 (cf. FREDRICK,® 1964) resolveu medir as velocidades idnicas num tubo
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com gelatina, no qual eletrodos foram ligados. No ano de 1897, Picton e
Linder, valendo-se das teorias e trabathos teéricos de KOHIRAUSCH (cf.
DUNN> 1986) montaram, ainda de acordo com RILBE®? (1973), uma
aparelhagermn que poderia separar substancias através do uso de corrente
eléirica, fato este que os fez realizar inimeros experimentos e descobrirem
que determinados componentes carregados de carga positiva, se
concentravam no catodo, enquanto que os de carga negativa, concentravam-
$& no anodo, relatando seus achados em reunido da Sociedade Inglesa de
Quimica.

Por volta de 1909, Michaelis utilizou o registro &ptico na migracéo
de ions e denominou “elefroforese” a este procedimento. Kéning, em 1837,
apresentou no Congresso Sulamericano de Quimica, realizado no Brasil,
meios estabilizados em papel de filtro, utilizando-se dos informes técnicos
descritos e realizados por ARNE TISELIUS na Universidade de Uppsala, na
Suécia pouco tempo antes, (cf. RILBE?", 1973). Assim sendo, (¢f. HENEINE,
1995) PAULO KONING foi o brasileiro inventor da eletroforese de suporte,
tendo utilizado as tiras de papel de fiitro para separar 0s venenos ofidicos, em
pesquisas no Instituto Butantan, Dessa maneira, os experimentos rudimentares
da eletroforese puderam ser modernizados, fazendo com que ela pudesse ser
oxecutada em laboratdrios, preparando-se e abrindo-se o campo, para a
pesquisa de novos suportes, 0 que se concretizaria na década de 40, segundo
os relatos de NAOUM™ 1990.

A partir de entdo, o estudo sobre a separagéo de particulas atraves
do uso da eletfroferese, ganhou grande impulso e interesse dos pesquisadores,
demonstrando varios deles as vantagens do uso de diferentes suportes como
por exemplo Havgaard e Kroner, que usaram o papel de filtro, em 1948
Durrum, Grammer e outros, gue estabeleceram em 1950 os métodos para
faboratdrio no estudo das proteinas, muito embora RILBE®" (1973) cite que Du
Vignou et alii e Tiselius fossem os pioneiros na separacdo de proteinas por
esses metodos. Kohn, que testou em 1957 o acetato de celulose, verificou que

a separacdo era melhor neste suporte, em virtude do tamanho mais uniforme
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de seus poros. PACCOLA-MEIRELLES'™ ef afii (1988) nos relata também as
pesquisas realizadas com outros tipos de suportes, fais como o amido, as
camadas porosas de vidro em pd, a areia, a pectina, o PVC, a celulose, a silica
gel, além das resinas de froca idnica, que foram testadas sobretudo na
eletroforese de zona, onde esses suportes n2o deveriam ser condutores.

O uso simples, répido e de alto poder informativo da técnica
eletroforética, ganhou grande impulso ainda, com a introdugdo, na década de
50, dos trabalhos de Vertenberg, que explicaram muito bem o valor da
utiizacBo de gradientes ariificiais de pH na separagBo de proteinas, em
especial a hemoglobina, conforme RILBE*? (1973). GRABAR™ et al, {1955},
fizeram um estudo imunoeletroforético de substéncias antigénicas usando gel
de agarose e obtendo bandas independentes.

A década de 80 traz grandes avancgos sobretudo na eletroforese
analitica, com a introducdo por Ormstein e Davis, em 1964, do método em
disco, que utilizava como suporte o gel de poliacrilamida. Contudo, DUNN
(1986), nos relata ainda que a introducdo do dodecyl sulfato de sodio, por
Maizel em 1969, juntamente com os trabalhos de Vertenberg, trouxe o
refinamento final para que a técnica tivesse ampla utilizacso, culminando com
os {rabalhos de Laemmli em 1870, que s8o amplamente citados pelos mais
diversos pesguisadores.

Ainda segundo DUNN® (1986), os trabalhos de O'Farrell em 1975 e
de Rosengren et al em 1977, contribuiram para o aprimoramento da
elefroforese, ao introduzirem, respectivamente, radic como marcador de
proteinas que poderiam ser detectadas numa autoradiografia e, a técnica para
a obten¢do de curvas de titulagdo de proteinas, que poderiam ser separadas
em amfolitos. RIGUETTI et al em 1982 (cf. DUNN,® 1886), criaram o termo
imobilinas aos eletrélitos que desenvolveram, baseando-se nos estudos de
Rosengren sobre a ligagdo de scidos e alcalis sobre o gel.

A padronizacéo e a utilizacio de vérios suportes, como por exemplo
o gel de amido, o papel de filtro, a agarose, o gel de poliacrilamida e o acetato

de celulose na evidenciac@o de proteinas, tem sido grandemente ampliada
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para estudos em taxonomia, fisioiogia e genética de plantas, animais e
microorganismaos, notadamente no campo da identificacgo de certos tipos de
enzimas ou proteinas solliveis de fungos, segundo os trabalthos de ALFENAS®
et alii (1984) e diversos outros autores (cf. citado por ALFENAS* ef afii, 1991).
Segundo ainda esses autores, essa utiizacéo varia grandemente, de acordo

com a substancia a ser separada e o grau de separagao que se deseja obter.

2.5.1. Emprego da técnica eletroforética

A medida que os estudos de eletroforese foram se muiltiplicando,
ficou cada vez mais evidente que a padronizacdo de todas as etapas técnicas,
incluindo-se ai o tipo de material a ser estudado (plantas, bactérias, células
humanas e de animais, leveduras, etc.); os diferentes métodos de extracéo das
proteinas (fisicos e quimicos) e a téenica a ser empregada (ge! de agarose, gel
de amido, gel de poliacrilamida, OFAGE, PAGE-5DS, ...) eram vitais para a
boa qualidade dos resultados. Essas proteinas {antigénicas ou n&o) podem
estar presentes no interior das células (intracelulares, citoplasmaticas ou
somaticas}, na sua parede celular (mananas) , ou ainda serem o resuitado do
metabolismo dos microorganismos, sendo nesse cast encontradas nos
filtrados das culturas (LACAZ,'"™ 1980).

As técnicas elefroforéticas sdo de grande utilidade na separagéo
dessas proteinas, permitindo dessa maneira o seu estudo mais
pormenorizado. A técnica de PAGE foi empregada com sucesso, no estudo
inicialmente de proteinas soltveis de plantas (STEWARD & BARBER,*?
1964), tende demonsirade bons resultados, no  estudo qualitativo.
Quantitativamente, notou-se gue é necessaria a extragdo completa das
proteinas, para se conseguirem os resultados satisfatorios.

Também foi utilizada no estudo de proteinas séricas de coelhos
(BIGUET' et alii, 1962), enzimas (SHAW,™ 1965) e taxonomicametne em
diversos trabalhos para identificar proteinas de bactérias (AMES.® 1974)
mimias egipcias (JONES,'™ 1985 e PAABO,'® 1985), protozoérios e fungos,
como os dermatéfilos (SHECHTER®™ ef afii, 1966a e 1966b), os do género
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Phytophthora (HALL™ ef al, 1969) e os que provocam micoses pulmonares
(GALUSSIO™ et af, 1973), além de virus (BITTENCOURT & LACAZ," 1992
THOMANN & GATTI*® 1995).

ROBINSON (cf GIBBS & SHAPTON,® 1968) reportou o uso da
gletroforese em gel para analisar a parede celular e identificar as bactérias
corineformes. Realizou a extragdo dos componentes dos protoplastos lisados
peio ultrassom dessas bactérias e os analisou em gel de amido. Os resultados
mostraram & heterogeneidade do grupo, permitindc uma separacdo das
bactérias segundo alguns padrdes.

Outros autores, como TUCKER & FAIRBROTHERS®' (1970)
realizaram a extra¢Bo de proteinas de plantas do género Mentha, através da
eletroforese de disco. Padronizaram iniciaimente o método da exiragéo que
methor se aplicava para essas plantas e verificaram que as bandas de
proteinas obtidas, quando tratadas com o Z-mercaptoetanol, eram melhor
visiveis do que aquelas tratadas por outros métodos.

TANNER™ of a/. (1986) estudaram e identificaram um novo tipo de
bactéria — Bacteroides forsgxthus sp. nov. — isolada da cavidade oral de
humanos, através do uso da eletroforese em gel de poliacrilamida. Esses
mesmos autores, caracterizaram cepas de Wolinella spp, Campylobacter
concisus, Bacteroides gracilis e Eikenella corrodens, através da eletroforese
em gel de poliacrilamida. Cada espécie apresentou bandas bem distintas das
outras, que foram coradas pelas técnicas em prata, que identificaram bem as
amostras frescas. As bandas variavam de 20.000 a 205.000 Daitons. Os
coeficientes de correlagdo mostraram bem as diferengas entre as espécies.

TAMURA™® f ajii (1993), diferenciaram Erysipelothrix rhusiopathiae
de Erysipefothrix tonsiffarum pela técnica da eletroforese em poliacrilamida com
SDS, das proteinas celulares. As 16 cepas estudadas mostraram semelhancas
e diferencas em seus padrdes eletroforéticos, indicando com isso haver uma
certa heterogeneidade fenotipica no género. Esse metodo comprovou-se Util
para a taxonomia dessas bactérias. As colbnias tipicas foram cultivadas em

meio liquido por 48 h a 37°C, centrifugadas; as células revestidas com salina
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fisiologica e colocadas no tampZo solubilizante. A eletroforese foi feita em gel
de corrida de 10% e os padrdes colocados puderam indicar aproximadamente
0s pesos moleculares das bandas determinadas.

SA™' et alii (1993), determinaram a variabilidade na capacidade de
fixagao de N, de estirpes de Rhizobium, através do padrdo de suas proteinas
no PAGE-SDS. As células foram arrebentadas por sonicago e os géis
utilizados tinham concentragdo variando de 7.5 a 17,5%. Qs resultados
indicaram que havia diferengas entre os padrbes de proteinas entre as cepas,
mas néo entre as cepas das mesmas espécies. Foram encontradas ainda
diferengas entre as estirpes inter e intra especificas.

2.5.1.1. Técnicas eletroforéticas utilizadas na identificagéio de fungos
e laveduras do género Candida

A literarura pertinente ao uso da técnica eletroforética para estudos
taxondmicos de fungos e leveduras € bastante extensa.

Em 1973, SHECHTER * reportou que a aplicacéo da eletroforese
de proteinas nos estudos de taxonomia de algas e fungos, havia se expandido
muito na Ultima década (de 1960). Juntamente com HALL® (1973}, no
Simpédsio internacional sobre o uso da eletroforese na taxonomia de algas e
fungos, comentou que a taxonomia dos fungos é baseada largamente na sua
morfologia, segundo os frabalhos pioneiros de Ainsworth em 1871, Salienta
ainda, que apesar da utilidade dos caracteres morfoldgicos, outros caracteres
devem ser considerados na taxonomia, uma vez que ela deve ser ao mesmo
tempo o mélodo e a pratica da classificag@o sistematica. Além disso, a
morfologia é inadequada ou dificultosa em muitas situagbes. Como exemplo
cita 05 casos das leveduras, gue segundo Kreger Van Rij, em 18962, deveriam
ser examinadas também em seus caracteres quimicos e fisioldgicos, para se
poderem distinguir algumas outras caracteristicas. As leveduras do género
Candida, podem ser adequadamente identificadas, segundo cada espécie, nas
suas diferentes bandas de mobilidade eletroforética.
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Também em 1973, AXELSEN® estudou os métodos imuno-
eletroforéticos quantitativos, como guias na padronizacdo dos materiais para
se realizarem os testes imunoquimicos das leveduras do género Candida,
salientando que os antigenos, foram obtidos pelas técnicas convencionais, que
incluem a ruptura das células utilizando-se de pérolas de vidro.

Os trabalhos de FAUX® ef alif (1975), demonstraram as dificuldades
em se obterem 03 extratos antigénicos das leveduras para estudo, em virtude
dos problemas com a sua correta padronizacdo. Para a obtencdo dos
antigenos somaticos, dada a grande variabilidade dos métodos de obtencéo, a
padronizacdo passa a ser vital para que a reprodutibilidade seja boa. A
purificagdo das amostras de extratos assim obtidos, apesar de desvantajosa,
porque alguns dos antigenos podem perder-se no processo, podera auxiliar o
diagnéstico das infecgbes fungicas severas pelas leveduras do género
Candida, permitindo que ele seja consideravelmente mais rapido.

GOTTLIEB™ (1977), fez um importante retrospecto sobre o uso da
elefroforese na sistematica de plantas e fungos, mostrando as suas vantagens
e limitagbes. As primeiras evidéncias dos seus estudos e de variacbes
eletroforéticas em populagc‘i;s naturais, foram feitas com os géis de amido e os
géis de poliacrilamida, nos quais as variantes enzimaticas dos fungos,
poderiam ocorrer em virtude de suas diferentes cargas eletrostaticas ou de
seus diferentes tamanhos ou configuragdes, comportando-se, desse modo, em
bandas diferentes. Assim sendo, muitas isoenzimas puderam ser detectadas,
o que permitiu uma analise da estrutura protéica e, em dltimo grau, do proprio
gens. A maior vantagem da eletroforese € a sua colinearidade, o que permite
comparacdes sistematicas entre produtos de genes homologos. Alem disso,
permite evidenciar diretamente e quantificar, as enzimas estudadas,
promovendo varias informagfes genéticas. Um de seus problemas, é que
podem aparecer, em alguns casos, enzimas do metabolismo intermediario da
levedura, ou da catdlise, provocando interferéncias nos resuitados. Qutro
problema notado por Shaw em 1870, é que cerca de 30% dos nucleoctideos

podem sofrer substituiches, fazendo com que 0s aminoacidos possam ter
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mudangas em suas mobilidades eletroforéticas. Além disso, aloenzimas com a
mesma mobilidade eletroforética, ndo necessariamente possuem seqgiéncias
idénticas entre os seus aminoécidos. A desnaturagéo pelo calor € outro fator
que interfere na técnica (Bernstein et al., 1973), além das variacBes dos
tamanhos dos poros dos géis (Johnson, 1876). Observe-se finalmente, que a
eletroforese ndo permite conclusdes sobre o numero e as segléncias dos
aminoacidos ou ainda das etapas mutacionais que podem causar diferencas
nas motilidades das enzimas. QOutros métodos necessitariam ser utitizados em
conjunto com ela, como por exemplo a analise genetica ou da progenitura,
para se conseguirem outras informagdes importantes.

VAUGHAN-MARTINI?® of al. (1993), utilizaram-se da cariotipagem
eletroforética como ferramenta na taxonomia das leveduras do género
Saccharomyces. Realizaram o teste em 10 cepas desse género, usando a
eletroforese em campo cruzado com modificagbes de campo eléfrico
homogéneo que contornava as amostras. O numero de bandas obtidas,
variava entre 6 e 17 e o0s pesos molecuiares calculados dos genomas
hapldides, variavam entre 79 e 146 Mbp. 0Os cromossomos leves,
compreendiam pesos moleculares menores do que 500 Kb; os meédios, entre
500 e 1000 Kb e os pesados, acima de 1000 Kb. Compararam ainda diversas
técnicas de eletroforese e as linhas obtidas, de acordo com o que segue:

Quadro 10. Técnicas eletroforeticas e graus de resolugao.

Aparato  Linhas max;rfla observagdes
separacao Kb

OFAGE  curvadas 1.000 Cromaossomos grandes ndo s80
separados; 50 da para 5/6
amostras/corida

FIGE retas 1.000 precisa de rampa para evilar movimentos
disformes das moléculas

TAFE retas 10.000 géis pequenos,; poucas linhas para aplicar

CHEF retas 12.000 bolhas distorcem as linhas em commidas
longas.

OFAGE = eletroforese ortogonal n&o uniforme;

FIGE = eletroforese uniforme em campo invertido;

TAFE = sletroforese transversa altemada,;

CHEF = eletroforese homogénea em campo elétrico que contorna as amostras;

Obs.: cada banda comesponde a expressdo de um unico cromossomo.
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GREENFIELD & JONES™ (1881), purificaram e caracterizaram os
antigenos citoplasmaticos de Candida albicans , por meio da sletroforese em
gel de poliacrilamida com laurilsulfato de sédio (PAGE-SLS) e outros métodos
bioguimicos & imunolégicos. As células leveduriformes foram fraturadas em
prensa hidrdulica francesa, de 700 a 1000 Kgicm® e, os extratos antigénicos
assim obtidos, foram purificados pela cromatografia em coluna com DEAE-
celulose e, tambeém por cromatografia de afinidade, usando a concanavalina A.
Verificaram que 03 processos de purificacdo diminuiam a concentracgdo das
proteinas, prejudicando a identificagdo final e o uso do metodo em larga
escala.

GREENFIELD & JONES® (1982), compararam os extratos
citoplasmaticos de oito espécies de leveduras do género Candida e
Saccharomyces ,  afravés da técnica da imunoeletroforese cruzada.
Salientaram que os antigenos citoplasmaticos foram obtidos segundo o$
trabalhos de Jones em 1980, sendo purificados da mesma forma anterior,
atraveés da cromatografia. Verificaram, contudo, diferencas quaiitativas e
quantitativas nos padres obtidos, excetuando-se para a levedura da espécie
glabrata , que nadc apresentou reagdes com o antisoro do homogenato de
Candida albicans sorogrupo A, cepa B 311, Tal fato permitiu um rapido
diagndstico das infecgbes fungicas sérias, com excecdo das provocadas pela
aspécie glabrala.

STIPES™ et /. (1982), diferenciaram Endothia gyrosa e Endothia
parasitica pela eletroforese de disco de suas enzimas e proteinas
intramiceliais. Fsses extratos foram obtidos por pulverizagdo em zceiona e
separados pela eletroforese em gel de poliacrilamida. Os resultados
mostiraram a presenca de 31 bandas de proteinas coradas pelo Coomassie-
blue, complementando os resultados morfolagicos da separag@o entre essas
especies.

SOLTIS™ et alii, (1983), reportaram que no caso da eletroforese em
gel de amido, os diferentes exiratos obtidos podem provocar alteragbes nos
padrées encontrados, levando a interpretacbes errdneas do material.
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ALFENAS & HUBBES em 1984, (cf. ALFENAS® et al, 1991),
estudaram os padrGes das proteinas e enzimas isoladas de Crypthonectria
cubensis no que diz respeito as suas viruléncias, através do PAGE. Foram
encontradas  diferengas nos padrdes de esterase, peroxidase,
phosphoglucomutase e hexoquinase nos isolados do Havai, Brasil e Africa. As
proteinas intramiceliais foram extraidas apés 7, 14 e 21 dias de incubagdo e
determinadas pelo método de Bradford. A eletroforese foi feita com gel a 7,5%,
a concentragdo da proteina ajustada a 150 uglamostra e corrida a 200 V.
Utilizou-se padréo de peso molecular variando de 14.400 a $2.500. Os
resultados desse estudo mostraram algumas diferencas e similaridades entre
os isolados do fungo, no que diz respeito aos seus padrdes de proteinas e
isoenzimas., Uma vez que essas enzimas e isoenzimas estdo sob controle
genético, eles revelam as relacdes genélicas entre os isolados, trés dos quais
variaram de patogenicidade. Os padrfes de proteinas mostraram muitas
diferencas, inciuindo-se alteragdes na coloracéo de suas bandas, que mudou
dependendo do meio de cultura empregado. A extracio das proteinas dos
meios que contém compaostos fendlicos, apresentou problemas, uma vez gue
elas s&o susceptiveis aos fendis, ligando-se a eles com pontes de hidrogénio,
afetando sua atividade.

MOREIRA & ALFENAS'™ (1885), diferenciaram espécies de
Cylindrociadium por meio da analise eletroforética de proteinas e isoenzimas
em geis de poliacrilamida. Verificaram gque haviam variagbes entre cepas
deles, no tocante aos substratos e da idade da cultura.

CARLE & OLSON * (1985), estudaram os caridtipos eletroforéticos
de leveduras. Separaram as moléculas do DNA cromossdmico de uma cepa
padréo de [aboratdrio de Saccharomyces cerevisiae, em 12 bandas bem
definidas, pela eletroforese de campo alternado ortogonal. A té&cnica de
hibridacdo do DNA-DNA, derivada dos genes clonados, foi utilizada para
correlacionar esse padréo de bandas, com 08 cromossomos das leveduras
geneticamente definidas. Dessas 12 bandas, 9 mostraram ser simples e 3

compostas de pares que migraram juntos, uma vez que 15 cromossomos foram
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identificados. Utilizaram gel de agarose para a corrida eletroforética. Essa
técnica pode ser usada em conjunto com a citometria de fluxo e a microscopia
eletrdnica para a devida carictipagem dessas leveduras.

PONTON & JONES™ (1986), fizeram uma andlise dos extratos
obtidos da parede celular de Candida albicans , pelas técnicas do Western
Blot e pelo PAGE-SDS. Verificaram que existem diversas técnicas para se
extrairem 0s antigenos da parede celular dos tubos germinativos dessas
leveduras, comparando-as nesse f{rabalho. Para tanto, ulilizaram-se de
protease, quitinase, dithiothreitol (DTT) e iodoacetamide, para exirai-los.
Descobriram que a concentracdo dos antigenos protéicos, era maior na fase
micelial do que na fase leveduriforme das leveduras. O {)TT foi 0 methor
extrator para os componentes externos da parede celular, do que os outros
produtos utilizados para a exiracao.

CARLE® ef al. (1986), reportam a técnica da eletroforese com
inversdo periddica do campo elétrico para separar grandes moléculas de DNA.
Salientam que na eletroforese com gel, os acidos nucléicos e os complexos
proteina-detergente, podem migrar na mesma propor¢cdo. Para as moléculas
de DNA, esse efeito pode s{er evitado, invertendo-se periodicamente 0 campo
eléfrice do procedimento, obtendo-se uma resolucdo dos DNAs com tamanhos
de 15 a 700 kilobases. Em separagdes eletroforéticas convencionais gue se
utilizam de géis de agarose, as moleculas nativas de DNA de 15 a 20 Kb sdo
das maiores que podem ser separadas. Moléculas maiores, apresentam o
fenbmeno de migrarem juntas, o que recebe © nome de migragdo reptiliana.
Qutros autores, reportaram ¢ uso dessa técnica para resolver DNAs de
leveduras e de protozodrios (Carle & Olson, 1984). Essa técnica proposta
recebeu o nome de OFAGE.

CHU* ef al. (1986), reportam a técnica do contorno homogéneo do
campo elélrico para separar grandes moléculas de DNA. DNAs gue
apresentem 2 megabases podem ser bem separados por essa técnica e o0s
menores de 50 Kb sfo separados sem distor¢do. Estudaram os padrdes das

bandas eletroforéticas dos DNAs de leveduras, pela técnica da eletroforese em
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gel de campo alternado ortogonal. Salientam gue as técnicas de eletroforese
permitem separar moléculas de DNA de 30 a 2000 pares de kilobases. A
coloragdo com o brometo de etidio, comparou-se em resolugdo, com a do
Coomassie-blue. Encontraram 3 cromossomos na C. albicans. As amostras
faram obtidas com o uso da zimolase e da proteinase K. Encontraram pequeno
n® de bandas de DNA nas leveduras do género Candida estudadas, 3 na
albicans, e uma na ufilis & shenatoe, muito embora possuissem tamanhos
diferentes. Esse fato demonstrou que diferentes padrdes podem ocorrer entre
especies de um mesmo género. Citam os trabalhos de Hilton ef al. (1985), que
encontraram 3 cromossomos na C. albicans com 4 a 7 bandas.

JOHNSTON & MORTIMER™ (1986), estudaram o caridtipo
eletroforético de cepas laboratoriais e comerciais de Saccharomyces e de
oufras leveduras. Das 29 cepas de Saccharomyces estudadas, 24
apresentaram padrbes cromossdmicos de bandas muito semelhantes (de 14 a
17 bandas com tamanho entre 200 ¢ 2000 Kb), conforme o que foi detectado
pela eletroforese ortogonal de campo alternado. Entretanto, muitas dessas
cepas mostraram padrbes de bandas unicos, devidos a cromossomos
polimorfos. Candida albicans e C. utilis, entre outras leveduras, mostraram
bandas indicativas de um pequeno numero de grandes cromossomos (> 7000
Kb). Uma espécie de levedura do género Saccharomyces mostrou gue
deveria ser incluida em outro género, em virtude das diferengas em grande
numero de cromossomaos.,

SNELL & WILKINS®™ (1988), separaram as moléculas de DNA
cromossomico da C. albicans, pela técnica da eletroforese em campo cruzado.
Para tanto, realizaram uma modificacdo da técnica original, que consistia em
realizar o procedimento eletroforético a 35°C, mostrando ser melhor para
realizar a separacdo do que a temperaturas mais baixas. Detectaram 6 bandas
cromossdmicas dessa levedura. Concluiram que esse procedimento
possibilitaria a preparacdo de provas especificas com o DNA dessas leveduras
e que cepas diferentes poderiam ser analisadas peia elefroforese em campo

cruzado, com o infuito de determinar translocacdes e aneuploidia.
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GATERMANN' ef al. (1986), procuraram identificar os antigenos da
C. albicans, reconhecendo-0s com os soros de pacientes com candidiase.
Para tanto, utilizaram as técnicas do PAGE-SDS e do imunobiot. Verificaram
que o8 tragados eletroforéticos obtidos eram similares, mas uma cepa mostrou
uma banda diferente na regifo de 60 Kd, provavelmente de uma proteina de
membrana. Esses resultados sugeriram que o0s testes baseados na
identificacdo dessas proteinas (uma outra foi encontrada na regido de 43 Kd),
podem facilitar o diagnéstico da candidiase sistémica.

CHU* et al. (1986), reportaram a técnica de separacdo de grandes
moléculas de DNA através da eletroforese em campo homogéneo. Salientam
que © campo elétrico pode ser manipulado convenientemente de maneira a
predeterminar 0s potenciais elétricos envolvidos. Esse método pode ser
aplicado para um amplo espectro, para resolver os problemas de separacao de
macromoléculas em géis de eletroforese. As moléculas de DNA de tamanhos
de até 2 megabases, poderdo ser bem separadas pela eletroforese em campo
homogéneo que se aitera em angulos de 120°C. Verificou-se que os padroes
de separagio independem de sua posicdo no gel, 0 que € uma vantagem
sobre outros métodos. DNAs menores do que 50 kilobases podem ser
separados sem distorgfes mesmo em altas voliagens. A técnica também
mostrou-se eficiente para detectar as poucas bandas em DNAs com menos do
que 200 bases.

CARLE™ af al. (1986), estudaram as grandes moléculas de DNA
separadas eletroforeticamente pela técnica de inverséo periddica do campo
elétrico. Os acidos nucléicos e os complexos detergente-proteina de tamanhos
semelhantes, poderdo eventualmente migrar na mesma proporgdo. Para as
moléculas de DNA esse efeito pode ser minorado pela simples invers&o
periddica do campo elétrico (de 10 para 0,01 KHz)}, sendo possivel resolver
seletivamente DNAs de tamanhos entre 15 e 700 kilobases.

BROWN & BIRD® (1988), verificaram que a andlise molecular de
muitos problemas da genética, podem ser facilitadas pela habilidade de

construir mapas de restricdo do DNA gendmico. A técnica da eletroforese com
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gradiente de campo cruzado, & empregada para analisar fragmentos de DNA
de aproximadamente 2000 pares de kb de comprimento, que sdo cortados
pelas enzimas de restrico, num total de 1500 kb do DNA gendmico do
camundongo. Os sitios para essas enzimas, estdo encrustrados no genoma.

LEE'® ef al., (1986), reportaram também as dificuldades em se
identificar corretamente a levedura Candida albicans de maneira réapida, o
que seria muito importante nas Unidades de Terapia intensiva hospitalares,
pois poderia reduzir sensivelmente as taxas de o6bito observadas. Reportam os
tfrabalhos de Hasenclever & Mitchell (1961) sobre a sorotipagem; os de Brown-
Thonsen (1968) sobre a morfotipagem; os de Odds & Abbott (1980) sobre a
bictipagem e, os de Mccereigh & Warnock (1982) sobre a resistotipagem e,
chamam a atencdo de que em todos eles, houve grande dificuldade em se
fragmentar as leveduras, para os estudos posteriores. 0Os meétodos mais
utilizados por esses pesquisadores, na fragmentacéo das leveduras, incluem a
sonicacdo, a penetragdo enzimatica com alfa-manosidase ou com a
anfotericina B, € a ruptura mecanica. Comparando-se os diferentes metodos
com o0s resuitados obtidos pelo PAGE-8DS usando-se diversos padrbes,
concluiram que essas técnicas nao s&o muito boas para uma identificagdo
rapida das leveduras, em virtude do seu tempo prolongado.

LOTT™ et al. (1987), efetuando a cariotipagem eletroforética para a
Candida albicans, descobriram grandes cromossomos maitiplos. Através do
uso da eletroforese de inverso de campo, definiram o caridtipo dessa
levedura. Fsse caridtipo é diferente do de outras espécies do género, sendo
portanto espécie-especifico. Um total de 5 diferentes grupos de cromossomos
moéveis foram detectados, sendo pelo menos dois fragmentos de cada um.
Esses fragmentos, pelo seu tamanho nos cromossomos grandes, parecem
estar morfologicamente relacionados com a levedura S, cerevisiae, 0 que nos
faz pensar que esse caridtipo é o resultado de uma migracéo de Cromossomos
intactos. Citam que Snell & Wilkins, em 1986, descobriram pela mesma técnica
que o genoma dessa levedura, era constituido de cromossomos grandes. As

condices de cada experimento podem interferir muito nos padrbes
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encontrados. A temperatura do gel mostrou interferir muito na mobilidade
cromossdmica e portanto os autores realizaram-na em banho mantido a 13°C.
Encontraram grandes diferencas nos caridtipos eletroforéticos das cepas
utilizadas, o gue foi uma grande surpresa, considerando-se o alto grau de
similaridade morfolégica nesse género. Concluiram, portanto, que o caridtipo
gletroforético dessa levedura, & espécie-especifico. A maior difusibilidade das
bandas representam provavelmente um numero maior do gue um cromossomo
por banda. Para resolver o problema, realizaram a eletroforese em duas
dimensbes e verificaram que muitos grupos apresentavam mais do que dois
membros. Dessa maneira, 0 método mostrou-se relativamente simples e,
aliado as variagdes observadas a nivel de género, podera tornar-se importante
para a biotipagem de fungos oportunistas. Para a C. albicans, a eletroforese
em uma dimensdo somente, mostrou o aparecimento de 5 distintos grupos
cromossdmicos que apresentaram mobilidade pelo tamanho. Pelo menos 4 das
5 primeiras bandas, contém um minimo de 2 fragmentos de DNA de tamanhos
similares, que eram separados pela segunda dimensdo. Os estudos
demonstraram ainda que c:s Cromossomos parecem migrar intactos. Além
disso, as cepas parecem ser diploides.

MAGEE' et alii (1988), usando as técnicas da eletroforese em
campo ortogonal, de inversdo de campo e de campo homogéneo, consaguiram
determinar 11 bandas cromossomicas em cepas da levedura C. albicans. A
eletroforese de campo ortogonal, resolveu melhor 08 Cromossomos Pequencs,
enquanto que a de inversdo de campo, em virtude de inverter o campo de
corrida, resolveu melhor o0s maiores. A de campo homogéneo teve
desempenho semeihante mas,' ndo conseguiu resolver os homologos, que
marcavam na mesma banda. As cepas analisadas demonstraram grande
polimorfismo para o tamanho dos cromossomos. Desse modo, 0s autores
sugerem que a C. albicans apresenta 7 cromossomos, tendo em vista que
gens puderam ser encontrados nos 7 cromossomos. Dois cromossomos
identificados geneticamente, puderam ser localizados no caridtipo

eletroforético.
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JOHNSTON™ of al. (1988), estudaram o cariétipo de cepas de
leveduras de varios géneros, pela eletroforese de inverséo de campo. Essa
tecnica fol empregada para revelar os cromossomos grandes (> 1000Kb)
presentes na S kluyvernn e em véarios outros géneros de leveduras,
estabelecendo mais acuradamente seus respectivos padrées de caridtipo
eletroforético. Essa tecnica também foi utilizada para demonstrar a presenca
de cromossomos compridos e polimdrficos, em muitas das leveduras
- estudadas. Pela técnica do Southern blotting, estabeleceram os graus de
relacionamento entre os géneros estudados. C. albicans mostrou 4 bandas,
correspondentes a um numero minimo de 5 cromossomos e C. ufilis 1 banda,
correspondente a 2 Cromossomos.

STEENSMA™ et al. (1988), estudaram o cariétipo eletroforético
obtido pela eletroforese de campo cruzado, na classificacdo das leveduras
Kluyveromices mandanus ¢ K. lactis. Verificaram que os cariotipos dessas
duas leveduras apresentavam significativas diferencas, o que corrobora os
estudos de autores que as classificavam como espécies diferentes. Estudaram
também os hibridos entre essas duas espécies e ndo encontraram mudancas
enfre os seus gens.

MERZ™ ef a/. (1988), através de eletroforese em campo alternado,
estudaram os isolados de C. albicans, observando o caribtipo eletroforético de
suas moléculas de DNA. Foram encontradas de 7 a 9 bandas dos isolados
obtidos de 17 pacientes, tendo-se ainda cbservado 14 padrfes diferentes.
Esses padres podem ser utilizados para estudos epidemiolégicos, uma vez
que 2 pacientes, apresentavam o mesmo caridtipo, comprovando que a cepa
deve ter sido transmitida de um para o ouiro no hospital em que ambos
estavam internados. Os resultados obtidos evidenciaram que existe uma
grande variaglo dos caridtipos elefroforéticos entre as leveduras desses
pacientes. As bandas de DNA dessas leveduras, provavelmente eram maiores
do gue 1200 Kb, conforme as comparacbes com a S. cerevisiae. As bandas
maiores parecem ter um tamanho de 1 a 2 megabases, conforme o resultado

obtido também por outros pesquisadores. A separacdo eletroforética e a
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identificag8o dos cromossomos dessa levedura, permitirio os estudos
genéticos, o que até entdo ndo era possivel. Essa técnica apresenta
vantagens sobre outras técnicas para delinear as cepas dessas leveduras.
Dentre elas, citaram o encontro de um alto grau de variabilidade entre as
cepas isoladas dos diferentes pacientes. Qutra vantagem é que esse
procedimento pode ser feito com um dnico teste e ndo a bateria convencional
de testes bioquimicos ou de reagdes de inibicdo. Dentre as desvantagens,
citam que 0s equipamentos ndc sdo rotineiramente encontrados em
laboratérios clinicos e, que existe um limite de cerca de 10 amostras aplicadas
por gel, com o uso dos controles apropriados. Essa técnica permite a andlise
da organizagdo cromossomica dessas leveduras a determinacio dos grupos
de linkage e a definicdo ou definicdo genética das cepas, que poderdo ser
estudadas epidemiologicamente.

MONOD™® et afi (1990), identificaram as cepas patogénicas de
leveduras, através da analise eletroforética de seus cromossomos.
Salientaram que os estudos epidemiol6gicos requerem a caracterizagdo das
leveduras patogénicas pelo menos a nivel de espécie. Estudaram 130 cepas
isoladas de 4 espécies de leveduras do género Candida, separando-as pela
efetroforese de campo cruzado. Cada espécie foi caracterizada pelo seu
caridtipo distinto. Pequenas variagbes entre cepas da mesma especie foram
detectadas, mostrando serem Uteis na sua caracterizacdo. Mediante o estudo,
os autores prop@em um sistema para a cariotipagem desses microorganismos.
Verificaram ainda gue a morfotipagem dessas leveduras ndo correspondia aos
achados da cariotipagem, demonstrando ser essa técnica, mais precisa na
caracterizacdo das cepas nos estudos epidemioldgicos. As bandas mostraram
resolucdo entre 500 e 3000 Kb. Cepas com os mesmos padrdées de bandas,
foram isoladas de regifes diferentes de um mesmo organismo.

SMITH*® et al. (1990), compararam eletroforeticametne as enzimas
& a homologia do DNA-DNA de varias espécies de Dekkerae, Bretanomyces &
Eeniella, com finalidades taxonbmicas. Os estudos indicaram que 2 cepas de
Dekkerae 4 de Breffanomyces podiam ser reconhecidas como muito
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relacionadas. Confeccionaram a matriz de similaridade entre as espécies,
baseando-se nos seus respectivos valores de Rm.

MILLS & MCCLUSKEY™ (1990), estudaram os carittipos
eletroforéticos dos fungos: a nova citologia. Salientam que a eletroforese em
gel de campo cruzado pode ser eficientemente usada para separar DNAs de
alto peso molecular em matrizes de agarose, constituindo-se num método
rapido e eficiente na analise dos caritipos dos fungos, no estudo da
organizagéo dos genomas e dos linkages e, na construcio da mapa gendmico.
As modificagbes da técnica servem para resolver melhor 0s cromossomos
fungicos, estimados possuir 12.000 Kb de comprimento. A nova geracdo de
sistemas promete resolver o5 cromossomos maiores. Essa nova tecnologia,
aliada aos procedimentos de padronizagdo para a andlise do DNA, pode
prover um eficiente metodo de analise gengtica. Além disso, a descoberta de
gue a eletroforese cromossdmica pode ser feita diretamente das células
leveduriformes, dos esporos e dos micélios podera itrazer avancos para a
técnica da pesquisa genética molecular dos fungos, mesmo coletando-os da
superficie dos meios de cultura. Reporta os trabalhos de Magee ef a/ (1988} e
Wilkins (1986), que determinaram que a C. albicans possui 7 cromossomos de
comprimento entre 1100 e 3000 kb.

RUSTCHENCO-BULGAC®® (1991), estudou as variagdes dos
caridtipos eletroforéticos em Candida albicans , por meio da técnhica do
OFAGE (eletroforese em gel com alteragéo ortogonal do campo). Verificou
que a técnica permitiu a diferenciacéo de cepas mutantes, determinando as
mutacdes expontaneas que ocorriam nos laboratdrios.

WICKES®™ ef alif (1991), estudaram o mapa fisico e genético da C.
atbicans, através da analise eletroforetica (em campo cruzado} de seus
caridtipos. Confirmaram os estudos de Lasker ef al (1989), segundo o qual
gias possuiam 8 cromossomos.

VANCANNEYT? et alii (1991), conseguiram diferenciar espécies de
leveduras, baseando-se nos padrbes eletroforéticos de suas proteinas totais.

Realizaram a eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida de isolados
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totais de 112 cepas de 20 diferentes espécies de leveduras, muitas delas
pertencendo ao género Candida. Os resuitados foram comparados por andlise
numerica. A técnica permitiu avaliar relagbes taxondmicas a nivel de espécie.
Diferengas qualitativas entre os eletroforetogramas proteicos das diferentes
especies, confirmaram as relagbes anamérficas/telemdrficas e conseguiram
detectar as similitudes entre as espécies. A aita reprodutibilidade mostrou ser
possivel avaliar diferengas quantitativas a nivel infraespecifico. As relagGes
inter e intragenéricas, puderam ser deduzidas apds a comparagdo com outros
critérios taxondmicos. A construcdo de um banco de dados com o0s padrdes
eletroforéticos encontrados foi feita e, podera ser utilizada para a identificagéo
rotineira das leveduras. Para as leveduras do género Candida, foram
propostas técnicas como a ressonancia magnética protonica, que mostra 0s
espectros dos polissacarideos e de suas mananas € manoses; a analise das
proteinas por eletroforese; os estudos inumoeletfroforéticos dos antigenos; os
padrées das bandas de DNA cromossomal, e a andlise das cadeias longas de
acidos graxos. A eletroforese de alta resolugdo, combinada com a analise por
computador dos padrdes eletroforéticos das proteinas, mostrou o seu sucesso
na classificagéo de bactérifas. As células leveduriformes foram cultivadas em
meio $0lido e depois repicadas para meio liquido, onde se desenvolveram por
2 dias em shaking a 28°C e depois lavadas por 3 vezes com PBSNa. Os
extratos foram obtidos por sonicacéo em gelo por 3 minutos e depois da adi¢éo
de SDS, foram fervidos por 10°, centrifugados e estocados a - 80°C.
Descobriram que independentemente do tipo de crescimento leveduriforme,
os resultados obtidos eram aproximadamente os mesmos, fazendo com que a
técnica seja bastante reprodutivel. As leveduras devem ser cultivadas em fase
logaritmica porque se estiverem na fase estaciondria, padrfes proteicos
difusos poderio aparecer, em virtude da degradacéo de proteinas de alto peso
molecular e do acimulo de proteinas ou de peptideos de baixo peso molecular
na placa da eletroforese. O mesmo ocorreu com as células que cresceram em
meio solido. A técnica do PAGE-SDS pode ser utifizada para verificar a
autenticidade de cepas em colegdes de culturas, tendo os autores detectado
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uma cuitura errada numa das cepas cedidas. As diferencas intraespecificas
s80 quantitativas e em alguns casos, foram feitas correlagdes com os locais
ecoldgicos de suas origens.

TOROK & KING JR.** (1991), fizeram um estudo comparativo assim
como a identificacdo das leveduras causadoras de contaminagbes nos
alimentos. Fizeram inicialmente um estudo morfolégico das coldénias que foram
ispladas de frutas e vegetais processados. ldentificaram 239 cepas, que foram
identificadas pelos kits comerciais (APl 20C e AP Yeast-ident). As leveduras
que contaminavam as frutas, representavam 36 espécies pertencendo a 19
géneros e, as dos vegetais, 34 espécies de 17 géneros. Em 80% dos casos, os
métodos convencionais e simplificados de analise, conseguiram identificar as
cepas. Os kits comerciais mostraram ser faceis de usar mas, inapropriados
para a pesquisa das leveduras que contaminam alimentos. A identificacdo pelo
computador mostrou-se Ufil. Dentre as leveduras do género Candida, citaram
as seguintes espécies: C. viferrii C. folliculvsa, C. diversa, C. famata, (.
haemulonii, C. hurmicola, C.intermedia, C. krusei, C. lambica, C. magnoliae, C.
parapsilosis, C. sake, C. fropicalis e C. versatilis.

VAN DER WESTHUIZEN & PRETORIUSY* (1992), estudaram o
valor da impresséo eletroforética e da cariotipagem de leveduras produtoras
de vinho, nos programas de melhoramento dessas cepas. Verificaram que as
téenicas gue utilizavam proteinas totais soluveis, os fragmentos de DNA de
restricdo e os fragmentos cromossomicos do DNA da levedura Saccharomyces
cerevisiae conseguiram distinguir 10 cepas produtoras de vinho. Essas
tecnicas permitiram com isso, um maior controle industrial do processo,
identificando os hibridos que pudessem eventualmente aumentar a producgio.
Qs exiratos foram obtidos segundo a técnica de Van Vuuren & Van der Meer
{1987) e estocados a -18°C. A concentracdo de proteinas foi feita pelo método
de Folin-Lowry, descrito por Plummer em 1971 e as amostras foram ajustadas
a 2 mg/ml com um tampéo iris de 6,4mM. Correram a eletroforese em gel de

corrida a 7% e empacotador a 5%. Realizaram a preparacdo do DNA
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cromossdmico intacto e utilizaram a eletroforese em campo cruzado para a
identificaco das bandas.

TOROK™ ef alif (1992), estudaram a cariotipagem de leveduras
através do uso do southern blotting para estudar 0s cromossomos de células
totais. Utilizaram para tanto a técnica da eletroforese em gel de campo elétrico
homogéneo para separar 08 DNAs de cromossomos intactos de diferentes
especies de leveduras do género Saccharomyces e Zygosaccharomyces.
Verificaram que véarias cepas apresentavam bandas cromossdmicas
semelhantes e que algumas diferencas em bandas individuais indicavam
polimorfismo cromossdOmico cepa-especifico, 0 que era comum nesses
microorganismos. A eletroforese em gel € amplamente utilizada para separar
biclogicamente as macromolécuias, tendo por base o seu famanho, carga
elétrica e conformacdo. A técnica mostrou-se poderosa para estudar o
caridtipo dos eucariotas inferiores.

JANATOVA' (1992), verificou a existéncia de um dipldide de C.
boidini, através da técnica que media 0 seu contetido do DNA.

Em 1993, DEL CASTILHO® et al. criaram um novo método para
caracterizar taxonomicamente a Candida albicans, através da analise das
sequéncias ndo espécie-especificas dos seus respectivos DNAs. Por outro
lado, TRINEL™® ef afii (1993), isolaram e caracterizaram antigenos de Candida
albicans pelo western blot, em géis de poliacrilamida, sem o uso de §.D.8.

TOROK™ ef alii (1993) e VASQUEZ™" et alii (1993) compararam
meétodos de andlise por cariotipagem eletroforética e de restricdo enzimética
de varias espécies de leveduras indicando sua importancia para estudos
epidemioldgicos e o aparecimento de intenso {polimorfismo) cromossomico
cepa-especifico entre essas ieveduras, em virtude das muitas variagbes das
bandas.

DO ef alii (1994) reportaram varios caridtipos eletroforéticos de
Candida albicans isoladas de pacientes hospitalizados. Salientaram que esses
caridtipos referiam-se aos padrfes dos cromossdmicos dos DNAs que foram

separados pela eletroforese em gel de Campo Cruzado. Encontraram
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caridtipos tipicos e atipicos ndo se encontrando contudo relacbes com fontes
de: contaminagdo hospitalar.

KURTZMAN"'® (1994) também reportou a taxonomia molecular das
leveduras, com o uso de técnicas de eletroforese como instrumentos de
pesquisa,

Nos dltimos anos, diversos pesquisadores t&m reportado o uso de
técnicas de eletroforese em @éis de poliacrilamida, no estudo de proteinas e
enzimas de parasitas (MELONI'® ef al. 1995), bactérias (MONTILLA'® et alii
1995) enzimas em mumias (KAN'™ ef afii 1994) simbiotas intracelulares de
insetos de arroz (NODA e KAWAHARA'® (1995) e leveduras isoladas de
carnes embutidas (McCARTHY e DAMOGLON,* 1996), tendo comprovado a
eficacia e rapidez da metodologia além de sua ampla utilizacdo nos
procedimentos de pesquisa e estudos clinicos e industriais.

2.5.1.2. Técnicas moleculares diversas utilizadas na identificagio de
microorganismos e leveduras do género Candida

Em 1974, MILLER'™ et ali, identificaram rapidamente a C. albicans
em pacientes que apresentavam septicemia, atravées da técnica da
cromatografia liquido-gasosa. Essa técnica foi usada para o estudo do soro de
pacientes normais e 0 soro de pacientes com septicemia tanto por baciérias,
como por fungos. Verificaram que os cromatogramas dos soros de pacientes
com septicemia bacteriana eram indistinguiveis dos daqueles pacientes com
soro normal (sem doenca), enquantc que os cromatogramas de pacientes com
septicemias por fungos (especialmente por leveduras do género Candida),
apresentavam picos anormais, sugerindo ser a técnica util para a identificagéo
rapida dessas leveduras, bem como na identificagdo de produtos tdxicos
sistérmicos oriundos desses microorganismos.

LEE'™ et afif (1993), reportam uma nova classificacso para Candida

apis var. galacta, Candida galacta comb. nov. levando em conta os estudos da



73

composicao das bases de seu DNA, sistema ubiquinona e composicdo de
acidos graxos de suas células.

SCHULZ®® et alii (1993), com o intuito de estudar as relacoes
evolucionarias da bactéria que ataca as uvas do vinho {Agrobacterium vitis),
analisaram seus genomas bacterianos pela tipagem de seus DNAs com o uso
de enzimas de restrigdc e separagfio posterior pela eletroforese em campo
cruzado.

NAKASE'™ et ali (1994), determinaram uma nova espécie de
levedura, a Candida sojae, através de técnicas de DNA-DNA, %mol G+C,
padrbes eletroforéticos de suas enzimas e ressonancia magnética protbnica
das mananas de sua parece celular.

HOMMEL® et al. (1994), trataram C. apicola e C. bombicola com N-
metil-N-nitro-N-nitfroso guanidina e obtiveram a formacdo de mutantes
auxotréficos e mutantes citocromo-oxidase negativos. A deficiéncia de
citocromo-oxidase intacta, ndo alterou a habilidade de produgdo de soforose
lipldica. isso indicou que o sistema de producdo de energia da mitocdndria
permaneced intacto ¢ que nao dependeu necessariamente da producfo de
soforose lipidica e:vctraceiuiarE pelas leveduras desse género.

VAN BELKUM?™ et alii (1994), reportaram o uso da técnica do PCR
na genolipagem de cepas de (. albicans em pacientes submetidos a
transplantes de medula ossea. Os 11 pacientes pesquisados possuiam
leucemia e foram colonizados pela mesma cepa durante os 5 meses do
experimento, recebendo ainda o fratamento antimicotico adequado. A técnica
do PCR mostrou poder identificar separadamente todas as cepas pesquisadas,
nao sendo observadas contaminactes de um paciente para outro. A técnica
maostrou-se util na analise epidemioldgica e na avaliagio da higiene hospitalar,
As cepas de leveduras foram mantidas em estoque e depois semeadas em
meio solido, sendo incubadas a 37°C/60 horas. Quando o tamanho das
coidnias atingia 4 a 5mm de diadmetro, uma simples coldnia era pescada e

ressuspendida em 100 ul do tampao dissociante que continha zimolase. Os
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esferoplastos eram preparados apds lise com tampdo de isotiocianato de
guanidina e celite.

ECHEVERRIGARAY® of afi (1994), estudaram com o uso de
sondas mini-satélites, o DNA das leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Kiuyveromyces marxianus. Observaram alto polimorfismo nas comparacdes
intra e interespecificas, conseguindo identificar todas as cepas estudadas,
ainda que estreitamente relacionadas.

CHRYSSANTHOU™ ef aiii {1994), detectaram o DNA da levedura C.
albicans no soro, através da técnica do PCR, com o intuito de fazer o
diagnédstico de candidose disseminada. O uso de 2 pares de primers,
aumentou g sua sensibilidade. Eles conseguiram detectar 0 DNA dessa
levedura no soro, em amostras teciduais de camundongos infectados
experimentaimente, assim como no soro de pacientes com candidemia e
pacientes com infecgéo profunda pela levedura. O método do PCR mostrou-se
mais sensivel do que as culturas, nos dois experimentos com 0s animais, e
tambeém no caso dos humanos, dando melhores resultados com os de
candidemia. O menor tempo de realizagdo do teste do PCR, se comparado
com a cultura, sua sensibilidade, assim como a possibilidade do uso de
amostras de soro para andlise, foram responséveis pela maneira mais eficaz
do diagnéstico da candidose sistémica e da candidemia.

BOHLER? ef alii (1894), realizaram um estudo imunohistoquimico in
vivo e in vitro de leveduras do género Candida recobertas por IgA, obtidas de
paciertes com candidiase vulvovaginal. O objetivo era avaliar a deficiéncia
quiali e quantitativa de 1gA nas secrecles cervicovaginais desses pacientes ¢
se essa deficiéncia podia ser medida de alguma forma. Os resultados ndo
mostraram diferencas significativas nos niveis séricos e cervicovaginais da
IgA. Nas leveduras obtidas de secrecdes cervicovaginais, a IgA recobria a
superficie de suas células. Concluiram que a candidiase wvulvovaginal
recurrente ndo podia ser atribuida a uma deficiéncia de IgA. Em alguns casos,

parece ter havido uma deficiéncia na capacidade das células leveduriformes
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recobrirem-se pela IgA. A inativacdo da molécula de IgA pelas proteases
dessas leveduras parece ter uma importancia na sua patogenicidade.

WHITE?™ et alii (1994), realizaram a caracterizacio répida da C.
albicans através da espectrofotometria de massa por pirélise. Compararam o
resuitado dessa pesquisa de 41 isolamentos clinicos dessa levedura, com os
meétodos da morfotipagem e da resistotipagem. Os dois sistemas foram aptos a
separar entre essas leveduras, duas cepas diferentes, de C. tropicalis e de C.
glabrafa. Esses resultados indicaram ainda a possibilidade de reacdo cruzada
de uma cepa. Por vérias vezes a mesma cepa foi encontrada em diferentes
regides de um mesmo hospedeiro. A técnica foi rapida, simples, objetiva e
capaz de discriminar as cepas de leveduras pesquisadas, comparando-se com
as outras técnicas usadas.

TOLLEY*® et alif (1994), analisaram pela cristalizacdo e difracéo de
raios-X, a fosfomanose-isomerase da C. albicans. Essa enzima desempenha
papel na biossintese da manana, componente da parede celular da levedura.

SRIKANTHA®® et alii (1994), estudaram a sequéncia parcial do
nucleotideo de um RNA ribossdmico simples e a estrutura secundaria de uma
grande subunidade de RNAr de 258, da (. afbicans. Os estudos de
carictipagen do genoma dipldide dessa levedura, foram feitos pela
eletroforese em campo cruzado e demonstraram haver alta freqUéncia de
reorganizacao cromossomica.

SCHROPPEL™ et alif (1994), estudaram a evolucdo e a substituicdo
das cepas de C. albicans durante a vaginite recurrente, demonstrada pela
tipagem do DNA. Verificaram que a cepa que reinfectou a paciente,
apresentou uma fransicdo genética parecendo ser procedente da cavidade
oral do parceiro homem da paciente. Esses resultados demonstram que as
cepas infectantes da candidiase recurrente, ndo séo geneticamente estaveis e
que o tratamento medicamentoso pode resultar na selecdo de variantes da
cepa anteriormente infectante ou substitui-las por uma cepa geneticamente

diferente e que o parceiro pode ser a fonte dessa cepa substitutiva.
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LEE™ et al. (1994), utilizando-se de técnicas da quimiotaxonomia,
dos sistema de ubigquinona, da andlise da composicio do DNA & do cariétipo
eletroforético, conseguiram comprovar que as espécies C. methanoiophaga
C. succiphila, além de C. methylicae C. boidini, apresentam muitas
semelhangas, devendo, portanto, serem consideradas como sindnimos,
respectivametne. A eletroforese foi realizada pela técnica do campo cruzado.

MORHART'™ et alii (1994}, avaliaram pela ELISA, os antigenos
citoplasmaticos de cepas de Candida obtidas de pacientes neutropénicos com
céncer. Os componentes da C. albicans obtidos, mostraram ser
predominantemente proteinas com carboidratos associados (glicoproteinas). A
desnaturacéo com a eletroforese em gel, revelou a presenca de 5 bandas de
proteinas, com pesos moleculares entre 36000 e 44000. A utilidade clinica do
teste se deve ao fato dessas profeinas serem encontradas no soro de 89
amostras obtidas de 31 pacientes granulocitopénicos. A sensibilidade do teste
foi de B2% e a especificidade de 100%. O teste demonstrou ser util no
diagnostico de infeccdes invasivas por essas leveduras em pacientes
neutropénicos cancerosos. A eletroforese foi realizada em géis de 4 e 10%,
com 75 pg de proteinas / canaleta a 125 V.

CHATURVEDI™® et al (1994), estudaram as correlagbes entre a
formacdo dos tubos germinativos ¢ a expressdo dos antigenos de superficie
em Candida albicans. A extracdo das proteinas foi feita com 2-ME, que
segundo os trabathos citados pelos autores (de Casanova & Chaffin, 1990),
removern as células leveduriformes intactas, uma grande variedade de
proteinas e glicoproteinas, podendo tornar acessiveis outras proteihas. Os
antigenos foram estudados depois pela imunofluorescéncia.

MAFFEI'" of alii (1994), realizaram a tipagem genotipica de cepas
de Candida albicans isoladas de gestantes com vaginite recurrente, atraveés
da técnica dos fragmentos de DNA clivados com enzima de restricio.
Salientaram que a vulvovaginite recurrente nesses individuos, & um dos seus
maiores problemas e, a falta de um sistema simples de tipagem para identificar

corretamente as cepas, tem se constituido num entrave nos progressos do
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conhecimento da epidemiologia e patogénese dessa micose. Para tanto,
isolaram as pacientes com diagnostico positivo de vulvovaginite, que foram
devidamente tratadas, apresentando bons resultados. NoOs casos recurrentes,
as leveduras foram isoladas e as suas cepas tipadas genotipicamente, através
do padr&o de isolamento eletroforélico de fragmentos de DNAr, clivados com a
enzima de restricBo Eco Rl Dos 24 isolamentos de Candida albicans , 66,7%
das amostras puderam ser classificadas no subgrupo {A e 33,3%, no subgrupo
iB, ndo sendo enconfradas variagfes nas amostras pareadas. Em todos os
casos, a candidiase vaginal recurrente foi devida a persisténcia das cepas
originais. Tal resultado pode indicar, que seja realizado um tratamento inicial
mais prolongado nos casos dessas infecgtes, com o objetivo de se impedir a
persisténcia das cepas. A maior incidéncia do subgrupo A ndo pode ser
digno de maiores interpretacdes, porque esse mesmo grupo & encontrado em
outros sitios anatdmicos, como a boca e 0 anus, onde também predominam.
Par outro lado, SCHROPPEL™® ef alii. (1994), também estudando as vaginites
recurrentes por meic da impressdo digital do DNA, demonstraram que as
cepas infectantes da levedura Candida albicans , ndo eram gensticamente
estaveis, podendc haver Lma selecio de cepas vanantes em virtude do
tratamento medicamentoso, além do parceiro masculine da mulher poder
funcionar como um reservatorio da levedura.

WILLINGER™®® o afi, (1994), realizaram uma andlise
epidemiolégica de varias leveduras através da eletroforese de campo cruzado,
tendo constatado que as leveduras encontradas nas maes, apresentavam as
mesmas bandas elstroforéticas daquelas encontradas nas suas criancas,
demeonstrando com isso que as méaes transmitiam-nas para as criangas durante
o parto.

BETREMIEUX™ ef ali (1994) reportaram também o uso da técnica
da tipagem de DNA para caracterizar Candida albicans causadora de
infeccBes em UTis neonatais. Compararam 5 técnicas diferentes & verificaram
que a morfotipagem a biotipagem pelo DNA conseguiram indicar que as maes

contaminaram as criancas, causando sepse.
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As técnicas de impressao digital do PCR, tem nos dltimos anos, sido
cada vez mais empregados, como demonstram os trabalhos de SCHONIAM®™
et al. (1993), KAN' (1963}, MEYER™ et ali (1993), MAIWALD'™® ef al,
(1994), ROBERT?” of ali (1995), WILLIAMS®™ ef alli (1995). Em todos os
casos os metodos utilizados mostraram-se  bastante sensiveis para
caracterizar as leveduras pesquisadas, encontrando diferencas marcantes
entre as cepas gue serviram inclusive para estudos e controle de qualidade

industriais.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracteristicas das cepas utilizadas
3.1.1. Procedéncia

No presente trabalho, foram utilizadas doze amostras de leveduras
do Género Candida, isoladas da cavidade bucal de pacientes provenientes da
Clinica Odontoldgica, pelo Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Qdontologia de 8o José dos Campos, gentilimente cedidas pelo
Prof. Dr. Mério Tsunezi Shimizu, conforme mostra o quadro 11:

Quadro 11. Relaglo das espécies ¢ variedade de leveduras bucais
utilizadas nos experimentos.

Amostras Abreviagéo Setor de Caodigo do Setor de

Origem origem

1 - Candida tropicalis C.t FOS.J.Campos 1-b

2 - Candida tropicalis Ct FOS.J.Campos FCF-430

3 - Candida albicans C.a. FOS.J.Campos F-72

4 - Candida albicans Ca FOS.J.Campos E-37

5 . Candida albicans C.a FOS.J.Campos 87-a

8 - Candida albicans C.a FOS.J.Campos 17-b

7 - Candida guilfiermondi C.a. FOS.J.Campos FCF-152

8 - Candida guiliiermondii C.q. FOS.J.Campos FCF-405

9 - Candida parapsifosis C.p FOS.J.Campos 21-c

10 - Candida parapsilosis C.p. FOS.J.Campos 7-a

11 - Candida krusei C.k FOS.J.Campos IM-80

12 - Candida krusei Ck FOS.J.Campos 4-¢

3.1.2. Manutengdo das amostras:

As amostras foram mantidas, durante toda a realiza¢éo do estudo,

am duas colegbes:
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a) Na primeira, as amostras foram inoculadas em meio completo
para leveduras (M.C.L.), de acordo com o estabelecido por NEDER'® (1992),
contendo uma mistura de peptona, extrato de levedura, fosfato dibasico de
potassio, glicose, dgar e dgua destilada q.s.p., @ mantidas em tubos de ensaio
{13 x 100mm) com tampéc de algodéo hidréfilo e levadas a estufa a 37° C
durante 24-72 horas para o desenvolvimento celular. Apds 0 crescimento, os
tubos da colegéo foram mantidos & temperatura ambiente durante 30 dias,
sendo posteriormente reinoculados para a manutencio das culturas.

b} Na outra colegcdo, as amostras foram mantidas em tubos de
ensaio (13 x 100mm} com tampdo de algoddo hidréfilo contendo meio
completo de leveduras (M.C.L.), nas mesmas condigdes das cepas anteriores,
com a excecdo de que foram mantidas apds o crescimento sob temperatura
controlada na estufa a 37° C e depois sob refrigerago a 4° C. As cepas assim

conservadas, eram substituidas a cada 6 meses.

Periodicamente foram feitos (em ambos os processos usados), ¢
controle de variabilidade das amostras, através da observagio da morfologia

celular e colonial (aspectos macro e microscopicos) e coloragdo de Gram.

3.1.3. Caracterizagio das amostras:

As doze amostras do trabalho foram previamente identificadas
segundo as técnicas de rotina prescritas por LODDER & KREGER VAN RIS
(1970}, envolvendo aspectos bioquimicos de fermentacdo e assimilagdo de
carboidratos; crescimento em meio liquido;, producdo de clamidésporos;
coloracado de Gram, etc., originando as varias espécies citadas (Quadro 11).
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3.2. Método de preparo das amostras
3.2.1. Preparagido do material para a extragio das proteinas intracelulares

De cada amostra das leveduras mantidas conforme o item 3.1.2.a,
foi retirada uma aliquota com o uso de alga de platina, e inoculada em frascos
Erlenmeyer de 250 mi, contendo 50 m! dos diversos meios de cultura usados,
individualmente. Os frascos assim preparados (12), foram colocados em
incubadora Shaker (Nova Técnica instr. & Equip. Ltda.) e mantidos sob
agitacdo constante (120 rotacBes por minuto) a 37°C, por 24 horas em
asraclo. Apés o periodo de incubagdo, o conteldo de cada frasco foi
centrifugado a 1.400 rpmy/5’ (350 g) em centrifuga Fanem modelo 215 (Fanem
ind. @ Comércio). Posteriormente o sobrenadante de cada tubo foi desprezado
& os sedimentos foram lavados por 3 vezes com solugao fisiologica estéril, a
fim de se retirarem o8 debris celulares e restos dos meios de cultura, sendo
centrifugados em cada passagem a 1.400 rpm/10’ (350 g). Os materiais assim
obtidos, foram mantidos em tubos tipo Ependorf de 1 mi e posteriormente
submetidos a extracdo dos gomponentes intracelulares.

0O esquema n° 1, a seguir, mostra resumidamente as etapas do

método de preparo das amostras:



Esquema 1 -
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Método de preparo das amostras de leveduras do género
Candida para extragao de proteinas intracelulares.

Cultura mae (levedura)
repique p156 mi meio lig.
SHAKER 37° (.3!24h!1 20 rpm
centrifugar ;400rmpf 15

lavar salina estéril (3x)
centrifugar 1400rpm/15’

desprezar o sobrenadante
sedimento p/
tubo Ependorf 1 ml

aliquota de 200 ul

Gral de porcelana

+ 500 ul H,O dest.

+ 20 ml N, liqg.
trituracéo

L ]

tubo Ependorf 1 mi
L ]

centrif. 3500 rpm/5’

desprezar o sedimento
(microscopia)

sobrenadante
tubo Ependorf 1 ml
— 18° C/ estoque

50 ul
+ 200 ul tampé@o
B.M. fervente/10’
centrif. 3500 rpm/5’

desprezar o sedimento

sobrenadante
[ ]

Ependorf 1 ml

| PAGE-SDS |
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3.2.2. Extragdo das proteinas dos componentes intracelulares pelo método
da Criofratura celular em N, liquido, segundo HWANG™ (1966) e
tampao da amostra segundo BRUNEAU 8 GUINET® (1989):

Do conteudo celular de cada tubo Ependorf preparado segundo o
item anterior, foram retiradas aliquotas de 200 ul, as quais foram transferidas
para um Gral/ de porcelana de 200 mi de capacidade, juntamente com 500 ul
de égua destilada estéril, adicionado de aproximadamente 20 mi de
nitrogénio liquido (-196°), onde a massa celular era entdo congelada. Apés a
completa evaporacdo do nitrogénio liguido seguia-se a trituracéo do material,
com duracio de cerca de 3 minuios, aproximadamente. O material era entdo
recolhido em um novo tubo, centrifugado a 3500 rpm (3000 g) por 5,
{Centrifuga Centrim. - mod. 242 - marca Fanem) e ¢ sobrenadante mantido a -
18°C. Repetiu-se 0 procedimento com os diversos meios de cultura analisados:
Meic Completo para Leveduras (M.C.L.); Bacto Sabouraud Maltose Agar
(B.5.M.A); Agar Sabouraud Dexirose (A S.D.), Pagano Levin (P.L.); Agar
Seletivo para Fungos (A.S.F.) e Candida BCG Agar Base (BCG).

O contetido celular do sedimento foi examinado microscopicamente
antes e apds o procedimento da extragdo, com o objetive de se verificar a
extensdo da lise celular, observando-se que 90 a 100% do conteldo das
celulas leveduriformes sofreram disruptura. A cada 50 ul do sobrenadante
assim obtido, adicionou-se 200 pl do tampéo de amostras, segundo BRUNEAU
& GUINET? (1989). A mistura, entdo obtida, era colocada em tubos, aquecida
(Bartho-Maria fervente por 10 minutos), centrifugada a 3500 rpm (3000 g) por 5
minutos e o sobrenadante mantido a ~18°C até o momento da eletroforese.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

As amostras das culturas de leveduras, obtidas de acordo com a
metodologia descrita anteriormente, foram analisadas pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sbédio (PAGE-
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8DS), de acordo com DAVIS® (1964) e LAEMMLI™ (1970), com gel
empilthador (stacking gel) a 4,5% e o gel separador (running gel) a 12,5%, em
sistema de tampao descontinuo com 0,02M de Tris, 0,192M de glicina e 0,1%
de SDS, a pH 8,3. O equipamento utilizado, incluindo cuba de acrilico, placas
de vidro e a fonte elétrica, foi obtido da Técnica Permatrom, ind. & Com.
Ltda /SP. A eletroforese processou-se a temperatura ambiente, entre 21 e
23°C, em corrente constante de 150 V, posteriormente & uma pré-corrida a 75
V por aproximadamente 30 minutos, até que o marcador utilizado (azul de
bromofenol), atingisse o final do gel (cerca de 5 horas).

Apsgs a corrida eletroforética, o gel era entdo, retirado da placa e
corado com Anazoleno sédico (Coomassie Brilliant biue) (OLIVEIRA,™® 1995),
a 0,1% por 12 horas e, posteriormente, lavado (descoloragdo) em solucdo
descorante com metanol a 10% e acido acético a 5%, também trocados por
duas a trés vezes.

As placas de eletroforese assim obtidas, eram mantidas em
recipientes adequados, até que as fotografias sobre negatoscopio pudessem
ser realizadas. Destaque-se que as placas de eletroforese ndo foram
mortadas em papel de celofane porque poderiam quebrar-se, perdendo-se o
material. A desidratagdo, secagem e montagem das mesmas no papel
celofane, segundo a técnica de JUANG'' et al. (1984) somente foram feitas
depois que todos os procedimentos foram realizados, a fim de serem
arquivadas em definitivo.

Das placas assim obtidas, em seguida, procedeu-se a obtengdo de
suas mobilidades relativas (Rm), calculadas em fungdo da proporcdo da
distancia percorrida peias bandas em relag8o ao marcador azul de bromofenoi,
que indicava o inicio de cada corrida. Os resuitados desses calculos serviram
de base para a confecgdo de diagramas em computador. Concomitantemente
obteve-se os tragados densitométricos e as densitometrias de integralizacéo
da area dos géis de PAGE-SDS, com auxilio do densitdmetro (Mod.
620/Biorad) e software 1-D-Analyst (D.E P AN./JUNICAMP). Com os resultados
(Rm} dos géis de eletroforese, elaborou-se dendrogramas (software NTSYS)
indicativos das relacbes de afinidade filogenética entre as espécies
analisadas.



4. RESULTADOS

Amostras de leveduras cultivadas nos diferentes meios de cultura e
submetidas ao tratamento de extragdo das proteinas intracelulares pelo
método da criofratura ceiular em nitrogénio liquido (HWANG,® 1968) em
tampao solubilizante contendo 2-mercaptoetanocl (segundo BRUNEAU &
GUINET,®* 1989), através de oletroforese (PAGE-SDS), permitram a
confeccdo de diagramas, graficos de suas respectivas densitometrias de
integralizacdo da drea e, ainda, dendrogramas indicativos da porcentagem de
similaridade entre as diferentes cepas de leveduras do género Candida

estudadas, conforme descritos anteriormente.

4.1. Resultados do perfil eletroforético em PAGE-SDS das proteinas
intracelulares {Figs. 1 a 12) e respectivos diagramas representativos
(Diagramas 1A a 12A) das diferentes amosiras de leveduras

submetidas a crescinientos nos diversos meios de cultura utilizados.

As amostras de leveduras do género Candida, caracterizadas e
descritas no item 3.1.3 de Materiais e Métodos, representando C. fropicalis (2
cepas), C. albicans (4 cepas), C. guilliermondii (2 cepas), C. parapsilosis (2
cepas) e C. krusei (2 cepas), foram utilizadas para a obtengdo de proteinas
intracelulares (item 3.2.2 de Materiais e Métodos).

Os perfis eletroforéticos das proteinas obtidas podem ser
observadas nas figuras de 1 a 12, representando nas 6 primeiras colunas as
bandas detectadas no crescimento de cada cepa individualimente, para os
meios de cultura:

1) Meio Completo para Leveduras — M.C.L;

2} Bacto Sabouraud Maltose Agar — B.8.M.A;

3} Agar Sabouraud Dextrose — A, S. D;
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4) Pagano Levin—P. L.;
5) Agar Seletivo para Fungos —A. 8. F. e
8} Candida BCG Agar Base —B.C.G.

A 7% coluna mostra o perfil de uma amostra de Sacharomyces
cerevisiae conhecida e a 8% coluna, o padrdo biorad n® 161.0317, com
substancias de peso molecular conhecido, mostrando as bandas da lisozima
(PM = 14.400), inibidor da tripsina {PM = 21.500), anidrase carbbnica (PM =
31.000), ovoalbumina (PM=45000), albumina sérica (PM = 66.200) e
fosforilase b (PM=97.400). As bandas da aprotinina (PM= 6.500), da j-
galactosidase (PM = 116.250) e da miosina (PM = 200.000), presentes no
padréio usado néo foram detectadas peio gel empregado.

As Figuras de 1 a 12, resultantes da eletroforese, demonstram a
presenca de um numero de bandas entre zero até 36, presentes nos
respectivos “slots”, individuaimente. Ao lado das Figuras representativas das
eletroforeses, encontram-se respectivamente os diagramas esguematicos das
mesmas {Figs. 1TAa 12A).

Os diagramas 1A e 7A exibem o perfil da amostra de
Sacharomyces cerevisiae cultivada no Meio Completo para Leveduras
{M.C.L.}, na coluna 7. As mesmas colunas dos diagramas 2A e BA exibem o
crescimento no Bacto Sabouraud Maltose Agar (B.S M A)). Os diagramas 3A e
8A, no Agar Sabouraud Dextrose (A.8.D.). Os diagramas 4A e 10A no Pagano
Levin (P.L.). Os diagramas 5A e 11A e BA e 12A, respectivamente, nos meios
Agar Seletivo para Fungos (A S.F.) & no meio Candida BCG Agar Base (BCG).
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Figura 1. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra 1-b de Candida tropicalis
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padréo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 1.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
1-b de C. tropicalis (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padréo de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).



Figura 2. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra FCF-430 de Candida tropicalis
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrdo de proteinas

BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 2.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
FCF-430 de C. tropicalis (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padrido de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 3. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra F-72 de Candida albicans
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrdo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 3.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
F-72 de C. albicans (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 4. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra E-37 de Candida albicans
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padréo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 4.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
E-37 de C. albicans (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).



91

Figura 5. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra 97-a de Candida albicans
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cuitura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrdo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 5.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
97-a de C. albicans (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 6. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra 17-b de Candida albicans
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrdo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 6.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
17-b de C. albicans (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae

(coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Eletroforese em PAGE-SDS da amostra FCF-152 de Candida
guilliermondii submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura
(colunas 1 a 6), amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7),
padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
FCF-152 de C. guilliermondii (colunas 1 a 6), Sacharomyces
cerevisiae (coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317
(coluna 8).
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Figura 8. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra FCF-405 de Candida
guilliermondii submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura
(colunas 1 a 6), amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7),
padréo de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 8.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
FCF405 de C. guilliermondii (colunas 1 a 6), Sacharomyces
cerevisiae (coluna 7), Padrdo de proteinas BIORAD n® 161.0317
(coluna 8).
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Figura 9. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra 21-c de Candida parapsilosis
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrdo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 9.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
21-c de C. parapsilosis (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae

(coluna 7), Padrdo de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 10. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra 7-a de Candida parapsilosis
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrdo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 10.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
7-a de C. parapsilosis (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 11. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra IM-90 de Candida krusei
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrédo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 11.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
IM-90 de C. krusei (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae
(coluna 7), Padrio de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 12. Eletroforese em PAGE-SDS da amostra 4-c de Candida krusei
submetida a crescimento em 6 (seis) meios de cultura (colunas 1 a 6),
amostra de Sacharomyces cerevisiae (coluna 7), padrédo de proteinas
BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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Figura 12.A. Diagrama representativo da eletroforese em PAGE-SDS da amostra
4-c de C. krusei (colunas 1 a 6), Sacharomyces cerevisiae (coluna
7), Padrido de proteinas BIORAD n® 161.0317 (coluna 8).
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4.2. Resultados das densitometrias de integralizagdo da area dos géis de
PAGE-SDS e respectivas porcentagens comparativas de extragao de
proteinas de componentes intracelulares das 12 amostras de

leveduras submetidas a crescimento em meios de cultura diversos.

As densitometrias de integralizagéo da drea dos géis de PAGE-SDS
permitiram a obtencéo de porcentagens comparativas da extra¢éo de proteinas
intfraceluiares das 12 amostras de leveduras do género Candida submetidas a
crescimento em meios de cuitura diversos, as quais podem ser visualizadas na

tabela n® 1, a seguir.
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Tabela 1. Porcentagens da extragé@o de proteinas obtidas para cada uma

das 12 (doze) amostras cultivadas em 6 (seis} meios de
cultura.

aios de
Cultural oy BSMA.  ASD. PL. ASF. B.CG.
% de extracio (1) {(2) &Y (4) (5) (6)

proteica das amuostras

C.
; 1b 100 689 4099 61,11 7643 20095
A
R
$ FCF-430 100 4861 1211 8979 3062 7318
$
c.
a F72 100 11,33 1546 11279 4883 11241
4 E-37 100 1556 2417 22019 10827 9172
& 07-a 100 37,09 3988 4413 2228 192381
E: 17-b 100 6,43 3246 3360 2940 47,47
C.
? FCF-152 100 5644 3966 18078 126,52 104,62
H
¢
91 FCF-405 100 1804 1762 4522 5923 673
g
i
i
C.
% 21-c 100 357 1071 11,60 6964 10357
a
g
9 7-a 100 875 567 3778 39,00 51,68
¢
i‘ IM-90 100 0 1086 3258 110,18 112,78
U
& 4-c 100 0 1882 10,39 3820 203,93
i
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Esses resultados foram também coligidos e expressos de forma a exibir
figuras comparativas das porcentagens de extragdo de proteinas entre as
amostras da mesma espécie de levedura, nos diferentes meios de cultura

utilizados, representadas pelas figuras a seguir:
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Médias percentuais de extragdo
w
i

o
L

Meios de Cultura

H cepa 1-b Ocepa FCF-430

Figura 13. Densitometria de integralizagao da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extracao de proteinas de
componentes intracelulares de amostras de C. ftropicalis
submetidas a crescimento em meios de cultura diversos.
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300+

extraciio

Médias percentuais de

Meios de Cultura

W cepa F-72 Ocepa E-37 Ecepa 97-a dcepa 17-b

Figura 14. Densitometria de integralizagcdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extracdo de proteinas de
componentes intracelulares de amostras de C. albicans
submetidas a crescimento em meios de cultura diversos.

extrag¢do

Médias percentuais de

Meios de Cultura

B cepa FCF-152 Ocepa FCF-405

Figura 15. Densitometria de integralizagao da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extracdo de proteinas de
componentes intracelulares de amostras de C. guilliermondii
submetidas a crescimento em meios de cultura diversos.
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extragédo

Médias percentuais de

Meios de Cultura

Bl cepa 21-C Ocepa 7-a

Figura 16. Densitometria de integralizagdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extragao de proteinas de
componentes intracelulares de amostras de C. parapsilosis
submetidas a crescimento em meios de cultura diversos.

300-

Médias percentuais de

Meios de Cultura

M cepa IM-90 Ocepa 4-c

Figura 17. Densitometria de integralizacdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extragdo de proteinas
de componentes intracelulares de amostras de C. krusei
submetidas a crescimento em meios de cultura diversos.
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Estdo representados a seguir (Figs. 18 a 23) os dados obtidos das
porcentagens de extracdo de proteinas intracelulares das 12 amostras de

leveduras para um dado meio de cultura.

Médias percentuais de extragéo

1

Cepas de leveduras do Género Candida

Wcepa 1-b Ocepa FCF-430 Ecepa F-72 M cepa E-37
Ocepa 97-a [ cepa 17-b O cepa FCF-152 B cepa FCF-405
Ocepa 21-c Elcepa 7-a Ocepa IM-90 Ocepa 4-c

Figura 18. Densitometria de integralizacdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extragdo de proteinas de
componentes intracelulares das amostras de leveduras
submetidas a crescimento no Meio (M.C.L.).
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Figura 20.
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100+

Médias percentuais de
extragédo

Cepas de leveduras do Género Candida

Bcepa 1-b Ocepa FCF-430 Ecepa F-72 Hcepa E-37
Ocepa 97-a cepa 17-b Ocepa FCF-152 W cepa FCF-405
Hcepa 21-c Elcepa 7-a Ocepa iIM-90 Ocepa 4-c

Densitometria de integralizagdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extracdo de proteinas de
componentes intracelulares das amostras de leveduras
submetidas a crescimento no Meio (B.S.M.A.)

120
100+

Médias
percentuais de
extracdo

Cepas de leveduras do Género Candida

Mcepa 1-b O cepa FCF-430 @ cepa F-72 B cepa E-37
Ocepa 97-a Bcepa 17-b Ocepa FCF-152 M cepa FCF-405
Ccepa 21-c Elcepa 7-a COcepa IM-90 [Ocepa 4-c

Densitometria de integralizacdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extracdo de proteinas de
componentes intracelulares das amostras de leveduras
submetidas a crescimenta no Meio (A.S.D.)
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e
250- 8

Médias percentuais de
extracéo

Cepas de leveduras do Género Candida

Ecepa 1-b Ocepa FCF-430 M cepa F-72 Il cepa E-37
Ocepa 97-a Ecepa 17-b COcepa FCF-152 Mcepa FCF-405
Ocepa 21-c Elcepa 7-a COcepaIM-90 [Ocepa4-c

Figura 21. Densitometria de integralizagdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extragdo de proteinas de
componentes intracelulares das amostras de leveduras

submetidas a crescimento no Meio (P.L.)

150+ g’ ®

100+

o
e

Médias percentuais de
extracdo

Cepas de leveduras do Género Candida

Mcepa 1-b Ocepa FCF-430 Ecepa F-72 B cepa E-37
Ocepa 97-a cepa 17-b Ocepa FCF-152 W cepa FCF-405
fl cepa 7-a Ocepa IM-90 [Ocepa 4-c

Ocepa 21-c

Figura 22. Densitometria de integralizagdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extracdo de proteinas de
componentes intracelulares das amostras de leveduras
submetidas a crescimento no Meio (A.S.F.)
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Médias percentuais de
extracdo

Cepas de leveduras do Género Candida

W cepa 1-b Ocepa FCF-430 @Ecepa F-72 B cepa E-37
Ocepa 97-a Elcepa 17-b Ocepa FCF-152 @ cepa FCF-405
Ocepa 21-c Ecepa 7-a Ocepa IM-90 [Ocepa 4-c

Figura 23. Densitometria de integralizagdo da area dos géis de PAGE-
SDS. Porcentagens comparativas da extragdo de proteinas de
componentes intracelulares das amostras de leveduras
submetidas a crescimento no Meio Candida BCG Agar Base

(BCG).

4.3. Dendrogramas comparativos das relacdoes entre as espécies, com
base na leitura dos perfis eletroforéticos em PAGE-SDS das proteinas

intracelulares de células leveduriformes submetidas a crescimento em

meios de cultura diversos.

As figuras a seguir, numeradas de 24 a 29, mostram os dendrogramas
construidos através da analise computacional (software NTSYS) com base
nas mobilidades relativas dos perfis eletroforéticos obtidos nas eletroforeses
em PAGE-SDS das amostras de leveduras do género Candida submetidas a

crescimento em meios de cultura diversos.



108

METO MCL 12 ANMOSTRAS

6,2 0.4 b6 0. )

o]
b ]

D0 P I e T P e T OO O My O

Figurra 24.  Dendrograma indicativo do percentual de similaridade entre
as amostras de leveduras do género Candida obtidas apds
crescimento no Meio Completo para Leveduras (M.C.L.)
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Figura 25. Dendrograma indicativo do percentual de similaridade entre
as amostras de leveduras do género Candida obtidas apés
crescimento no meio de cultura Bacto Sabouraud Mallose
Agar {B.S.M.A.)
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Figura 26. Dendrograma indicativo do percentual de similaridade entre
as amostras de leveduras do género Candida obtidas apds -
crescimento no meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose
{A.8.0.}
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Figura 27. Dendrograma indicative do percentual de similaridade entre
as amostras de leveduras do género Candida obtidas apos
crescimento no meio de cultura Pagano Levin (P.L.)
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Figura 28. Dendrograma indicative do percentual de similaridade entre
as amostras de leveduras do género Candida obtidas apds
crescimento no meio de cultura Agar Seletivo para Fungos
{A.8.F.}
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Figura 29. Dendrograma indicativo do percentual de similaridade entre
as amostras de leveduras do género Candida obtidas apds
crescimento no meio de cultura Candida BCG Agar Base
{BCG)



5. DISCUSSAO

As publicagbes sobre fungos de modo geral, revelam a importancia
das leveduras nas relagbes parasita-hospedeiro. Observa-se, por exemplo, no
“‘Mediing” de 1990 a 1998, uma media de 800 artigos cientificos por ano
somente sobre leveduras do género Candida. Tem-se verificade que as
doengas provocadas por esses microorganismos “oportunistas”, além de terem
a sua incidéncia aumentada, mostram uma grande diversificacgo, tanto nos
aspecios de relagbes do hospedeirc com o agente causal, como nos da
prépria viruléncia desses microorganismos e seus inumeros vefculos e portas
de entrada no organismo. Destaquem-se os frabalhos de CARLOTTI* et 4l
(1994), SCIACCA™ et ali (1995), NIETO-RODRIGUES"' et ali (1998),
RAAD™ ef afii (1996a), RAAD™ et afii (1996b) ¢ ROCHELLE™ (1996), que
reportam O aparecimento dessas micoses em pacientes que receberam
fransplantes, sondas e cateteres venosos, quando de suas internagdes
hospitalares, além de complicagfes cirdrgicas diversas.

A cavidade oral pode ser considerada como um reservatério
ecoldégico  imporlante desses organismos, podendo, muitas vezes,
disseminarem-se para outras regibes do organismo humano, causando varios
distdrbios, principalmente faléncia renal aguda (NISHIMOTO'™ ef afii, 1995) e
outras lesdes orais (MON%ACI‘S? et al, 1893). Estudos sobre a prevalénciae a
incidéncia desses organismos nesse ecosisterna, tém  permitidc ©
aparecimento de inUmeros artigos e relatos cientificos, como por exemplo oS
de BLIGNAUT™ ef al (1991), BLIGNAUT & KOCK™ (1992), JAAFAR &
PETTIT™ (1993) e SEDGLEY & SAMARANAYAKE®™®  (1904),
McCULLOUGH™ et al, (1994) MELONI'® et al (1995) e McCARTHY &
DAMOGLON' (1996).

KOHN'" em 1992, realizou um excelente estudo sobre a
sistematica dos fungos e fez uma revisao das metodelogias utilizadas com as
novas iécnicas disponiveis. Salienta — entre outrgs coisas — que poucos
micologistas tém se dedicado atualmente & sistematica dos fungos. Por outro
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fado, o aparecimento de novos protocolos de pesquisa e de diagndstico, tém
contribuido com as pesquisas nessa drea de investigacdo. O Quadro 12,
abaixo, mostra 08 recursos que podem ser usados atualmente, para a
pesquisa de novos caracteres na sistematica dos fungos, fazendo com que a
sua identificagdo mais acurada traga - entre outros beneficios —
repercussdes na clinica e na pesquisa:

Quadro 12. Graus de resolucio das técnicas de biologia molecular.

NOVOS CARACTERES GRAU DE RESOLUCAD ESPERADA
Morfoldgicos
- histoguimica espécies, género, familia
- yitrasstrutura gqualguer nivsl
~ sonecgdes anamorficas género, familia
- morfoiogia anaméarfica espécies, géneros
Gendticos
- habilidade de acasalamento e de formar F1{ espécie
- incompatibilidade vegetativa intraespecifica
- inter-gsterilidade micelial espeécies
Bioldygicos
- hospedeiro ou substrato intraespecifico, espécies e género
- biogeografia qualquer nivel
Molecutares
- proteinas; - imunologia qualquer nivel
- seguenciamento qualguer nivel
- eletroforese de isozimas populacio, intraespecifico e espécies
intraespecifico, espécies e qualguer nivel
- DNA; - analises de resiricdo gualquer nivel
- mapas de restricio gualguer nivel
-PCR gualquer nivel
- extensio dos polimorfismos quaiquer nivel
- analise de restricéo intragspecifico (genético)
~ sequenciamento direte
- RAPD

Como ferramenta importante nesses estudos, que envolvem a
Biologia Molecular, a eletroforese tem desempenhado um importante papel
como complementacdo na investigacdo dos processos patologicos do
organismo, definindo perfis de deficiéncias genéticas e adquiridas, além de
permitir avancos na identificacdo e classificagdo taxondmica dos diversos
agentes patogénicos (HELENA LABS. BOOKLET n? 01 M, 1994; MEYER'™ et
al, 1993; KAN'®, 1893; JORDAN'™, 1994: KURTZMAN'"®, 1994; MAIWALD™*
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et al, 1994; MONTILLA™ et a/, 1995; NODA & KAWAHARA'™ 1995
KORSTANJE'™', 1995, TROUNGOS™ et al, 1995 LIN™ ef al, 1996
MAENZA'™ ef af, 1996).

Objetivando-se  contribuir para os estudos de identificagdo e
caracterizagdio desses organismos, com énfase particular na taxonomia e
sistematica, estudou-se a influéngia de alguns meios de cultura no cultivo e
extragdo de profeinas intracelulares das células leveduriformes para
aphcaco em eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS).

Os dados obtidos em nossas investigages, permitiram
primeiramente, constatar que os meios de cultura utilizados como suporte para
o desenvolvimento das células leveduriformes, interferem posteriormente na
extragdo de proteinas de componentes infracelulares desses microorganismos.
Como se pode verificar nas figuras 1 a 12, 1A a 12A e sobretudo na tabela 1,
as diferentes amostras de espécies de leveduras submetidas a crescimento
nos diversos meios de cultura, exibiram um perfil eletroforético diversificado e
caracleristico para os diferentes meios usados, demonstrande graus variados
de porcentagens de extracéo de proteinas (tabela 1) para um dado meio de
cultura — em particular — e também em relacdo aos outros meios, quando
comparados. SHECHTER™ (1973) demonstrou que meios de cultura com
composicdes quimicas diferentes, podiam provocar o desenvolvimento de
leveduras até mesmo com morfologias variadas, sendo também verificadas por
NICKERSON' (1963), alteracbes morfolagicas ultraestruturais em leveduras
submstidas a crescimento em meios de cultura com composigdo diversa,
scbretudo nagueles que apresentavam maltose.

Tais resultados, em conjunio, sugerem & necessidade de se
conhecer methor e especificamente o tipo de meio de cultura mais apropriado
para estudos da natureza em questdo, no sentido de adequa-los aos
propositos dessa linha de investigacdo. Dentro ainda dessa linha de
raciocinio, muitos investigadores como RUSTCHENKO-BULGAC? (1991), em
seus diferentes protocolos de pesquisa, reportaram o uso de meios de cultura

gue variam deste para aquele trabalho, sem se darern conta que diferencas na



114

qualidade e na quantidade de seus componentes possam influir
metodologicamente.  Alguns meios de cultura possuem maltose na sua
composicao, que é utilizado como fonte de energia para o metabolismo flngico
(BSMA) enquanto que outros, utilizam a glucose (M.C.L., AS.D., P.L., BCG,
ASF). Também a presenca de fatores estimulantes do crescimento
leveduriforme {extrato de leveduras, vitaminas), presentes nos meios BCG,
P.L e MC.L, estdo em contraste com agueles meios gue n8o os possuem,
como 0 A S.D. e 0 B.SMA. Além disso, a concentracio desses componentes
pode variar de um meio para o outro (vide a formulacdo dos meios no anexo
1}, fazendo com que 0s organismos passam utiliza-los de maneira diversa.

Os dados provenientes das densitometrias de integralizagfo da area
com base nos géis de PAGE-SDS {figuras 13 a 23}, mostraram diferencas
qualitativas e quantitativas, quando foram analisados. Esses resuitados
reforcam aqueles relatados anteriormente em relacéio aos perfis elstroforéticos
das proteinas intracelulares (figuras 1 a 12} e respectivos diagramas
representativos (figuras 1A a 12A), somados aos diferentes percentuais de
exiracdo protéica oblidos dessas amostras (tabela 1), Esses resultados
revelaram uma grande variabilidade entre as varias espécies estudadas,
tendo como base a leitura dos diversos perfis eletroforéticos exibidos por
esses organismos, sugerindo que o cultive dessas ceélulas leveduriformes leva
a uma expresslc genética diversa nesses meios de cultura. Observagfes
semelhantes foram feitas por oulros pesquisadores nessa linha de
investigacdo (HALL¥, 1965; SOLTIS*® et afii. (1983); BRUNEAU & GUINET?,
1989; PITTET'™ of al, 1991; BIDENNE"™ ef a/, 1982, PFALLER™, 1992,
PFALLAER & WENZEL'® 1892, ADRIO’ ef al, 1995; PIRES' et a/, 1996),
os quais demonsfram, de modo geral, gue houve intensa variacdo das
expressdes das bandas nas eletroforeses, dependendo do meio de cultivo
utilizado. Os trabathos de alguns pesguisadores, como ROMANC® et al.
{1984); LIU™ et alii. (1995), ROBERT*? of al, 1995; JANBON'® of ali. (1895),
mesmo que levados a efeito com outras estruturas celulares — 0s guais
reportam a analise do caridtipo de espécies de leveduras do género Candida
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com base genotipica para a sua classificagdo e identificagio — foram feitos
com o mesmo meio de cultura, © que permite uma comparacio somente como
base no meic escothido. E possivel que pesquisas semelhantes, utilizando-se
de outros suportes de crescimento, levem a diversificadas interpretacdes do
ponto de vista do relacionamento entre as espécies.

As analises filogenéticas dos seres vivos, tém contribuido muito
para um melhor entendimento de suas relagdes de afinidade e questdes
taxonbmicas evolutivas. Varios autores tém reportado pesquisas sobre o
assunto direta ou indiretamente, destacando-se 0s trabalhos de Héfling e
colabs., (frabalho em vias de publicacdo), com espécies de leveduras da
cavidade bucal e outros, como os de ROSA™™ et aiii. (1996), na andlise de
profeinas  intracelulares, que contribui para a taxonomia de diversos
microorganismos. MAHROUS'™ et ali (1992), VASQUEZY" ef al. (1993),
NISENGARD & NEWMAN'" (1995), SULLIVAN™ ef a/. (1995) salientaram que
as relages entre as cepas de diversos microorganismos, incluindo fungos &
feveduras, podem ser analisadas com base nos seus respsclivos
dendrogramas. Esses dendogramas se tornam um “‘mapa taxondmico”,
principaimente quando puderem incluir cepas padrdes de referéncia, para que
s@ possa fazer o correlacionamento com as cepas estudadas. A partir dai,
pode-se sugerir ainda, a realizagdo de métodos de taxonomia numérica, que
envolvam a andlise de 100 a 200 caracteres diferentes desses
microorganismos. Trabalhos como 0s de WILLINGER™ ef al. (1994a) e
WILLINGER™ ef al. (1994b) além dos de SWEET® et al., (1995), com o uso
da biologia molecular, tém conseguido determinar o aparecimento de novas
espécies de leveduras (Candida dubliniensis sp. nov.), através dos novos
caracteres moleculares e da analise de seus dendrogramas de afinidade.

A analise dos dendrogramas (figuras 24 a 29), obtidos a partir
das leituras dos perfis eletroforéticos das espécies, revela que as 12 amostras
de leveduras do género Candida , independentemente do tipo de meio de
cultura  utilizado para o seu desenvolvimento, apresentaram sempre
porcentagens de similaridade acima de 50%. No entanto, entre as diversas
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amostras pode-se constatar (dependendo do tipo de meio de cultura),
diferengas significativas, mesmo entre aquelas da mesma espécie, sugerindo
uma possivel influéncia dos diferentes componentes constitutivos dos meios
de cultura na express8o protéica dessas leveduras. Esses dendrogramas,
indicativos do grau de porcentagem de similaridade para dados de proteinas
infracelulares entre as especies analisadas, demonstraram, portanto, uma
grande variabilidade quando comparados, levandc a diversificadas
interpretacdes do ponto de vista do relacionamento entre as mesmas.

Os dados obtidos e expressos pelo perfil eletroforético,
densitometria da area dos géis e dendrogramas comparativos entre as
espécies de leveduras, indicam a necessidade de padronizacio e escolha
de uma metodologia mais adequada e capaz de obter 0 méximo de
proteinas dos componentes intracelulares, para aplicagdo em sletroforese,
com énfase nos eslfudos de identificagdc e caracterizacdo desses
MICTOCrganismos.

BRONDZ & OLSEN® (1993) e O'DONNELL"" et al, (1994),
estudando os aspectos tedricos e praticos da quantificagio da bicdiversidade
entre os diversog grupos de microorganismos, formularam novos conceitos
para o estudc das bacterias e dos fungos, organismos que geralmente
apresentam  inUmeros  problemas  taxondmicos. Salientam que os
procedimentos moleculares também ndo conseguem solucionar todas as
davidas encontradas com esses microorganismas, devendo somente o avango
das pesguisas apontar as vérias falhas e as eventuais solugdes, o que também
pade ser compartithade por XU & SAMARANAYAKE®' (1994), BETREMIEUX'
et al., (1995) e BRANCHINI® et al., (1996).

Os resultados obtidos e relatados nessa Tese, associados as
observacfes recentes levadas a efeitc nos laboratérios de Microbiologia da
FOP-UNICAMP com leveduras da cavidade bucal, (trabalho em vias de
publicacdo) os quais mostraram que metodologias diferentes de extragéo
de componentes intracelulares para aplicagiic em PAGE-SDS, levam a
diferentes leituras dos perfis eletroforéticos — quando varias espécies sdo
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comparadas — permitem que esses dados (em conjunto), abram espago para
outras investigacdes de natureza similar, elucidando e complementando as
diversas pesquisas gue tém sido feitas nessa linha de investigagdo.



6. CONCLUSOES

1)

2)

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

A composicBc e as caracteristicas dos diferentes meios de cultura
utitizados como suporte para o desenvolvimento de leveduras do género
Candida oblidas da cavidade oral, interferem na extrag3o de proteinas

de componentes intracelulares desses mjcroorganismos.

O Meio Completc para Leveduras (M.C.L.) mostrou ser aguele que
permitiu 0 melhor desenvolvimento para todas as amosiras de leveduras
pesquisadas.

3} O perfil eletroforético exibido por essas espécies, sdo diversificados

qualitativa e quantitativamente, quando comparados.

4} A concentragdc de proteinas resullantes da exiracdo de componentes

5)

8)

intracelulares das células leveduriformes analisadas, visualizadas pelo

perfil eletroforéfico e reforgados pelas respectivas densitometrias de
integralizagdo da drea dos géis em PAGE-SDS, sdo diferentes

quantitativamente, para os diversos meios de cultura utilizados.

Os dendrogramas obtidos, indicativos do grau de porcentagem de
similaridade para dados de proteinas infracelulares entre as espécies
analisadas, apresentam grande variabilidade quando comparados,
levando a diversificadas interpretagdes do ponto de vista do

relacionamento entre as mesmas.

De modo geral, os dados obtidos & expressos pelo perfil elefroforético,
densifometria da area dos geis & dendrogramas comparativos entre as
espécies de leveduras, apontam para a necessidade de padronizagao €

escolha de uma metodologia mais adequada e capaz de extrair o
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maximo de proteinas de componentes intracelulares, para aplicacéo

em estudos de identificacéo e caracterizacio desses microorganismos.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS), provou ser uma
técnica de valor complementar ¢ um recurso importante em estudos de
afinidade filogenética entre as espécies de leveduras estudadas,



ANEXO |

Meios de Cultura utilizados:

1. Meio Completo para Leveduras (M.C.L.}

NEoPeptona ... &g
extratode levedura ..o 59
fosfato dibasico de potassio .............. 0,25¢
GHCOSE ..o iun s 10g
BOAL et a e aans. 10g
HaO dest. 4.8.0. v, 500 mi

autoclavar por 15 a 121°C

2. Bacto Sabouraud Maltose Agar (B.S.M.A.}
NECPEPtoNa ..o 5¢
maltose ......... RSO OTPPRR: 20g
BUBE <.oveeeeiiiirere s eetr s e rresan e eneneeeenans 7,59
HsO dest. 4.8P. oo cecen 500 mi

autoclavar por 15 a 121°C
pH final = 56 +/- 0,2 a 25°C

3. Agar Sabouraud Dextrose {A.S.D.}

PERIONE ..o 5y
AeXITOS ... e 20g
BUAT (ovvirrivrrren s ccaer et eeaaa e 10¢g
HoOdest 98P i 500 mi

autoclavar por 15 a 121°C



4. Bacto Pagano-Levin Agar {(P.L.}

bacto peptond ........vveeveee e
hacto exirato de levedura ...
bacto axtrOSe ..o

DACIO AQAT ...,

HO dest. 8D oo,

autoclavar por 15" a 121°C

121

500 mi

adicionar 50 pg de 2, 3, 5 triphenyltetrazolium cloride quando a temperatura

do meio atingir de 50 a 55°C.

acrescentar 500 ug de neomicina/mi do meio

5. Agar Seletivo para Fungos (A.S.F.) — BIOBRAS

peptonade soid ...
dextrose .. i

HaOdest e
autoclavar 15'a 121°C
pHfinal=6,0a25 C

6. Candida BCG Agar Base

REPIONE ..o
extrafodelevedura ...

HO dest. g.8P. oo
autoclavar por 15 a 121°C
pH final = 6,1 +/~ 0,1 a 25°C

10g

10g
15,59

0.4g

0,05¢
1.000 mi

109

1g

40g

15g
0,029
1.000 mi

acrescentar 500 ug de neomicina/mi do meio



ANEXO I

Soluches utilizadas:
1. Para extragdo dos componentes celulares:

« mistura dissociante de BRUNEAU & GUINET, 1989
- tris S mM,
- EDTA 5mM;
- B-mercaptoetanal 2 5%;
- 8DS 1,5%;
- glicerol 10%;
- azul de bromofenol 0,025%:;
- H:0 q.8.p. 50 mi
» nitrogénio liquido a ~196° C

* solucdo salina estéril gelada

2. Para a eletroforese:

» Soluco 1:
-HCT IN 48 mi
~THS 36,69
~Temed ..o, 0,23 mi
~H O Q8D 100 mi

pH final = 89

s Solugdo 2
~HCY TN 48 mi
STHS 5,98g
~Temed ..., 0,46 ml
~HO Q8P 100 mi

pHfinal = 6,7
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s Solugéo 3

-acrilamida ... 50g

- bis-acritamida ..................., 0,59

~H0a8.p o 100 mi
s Solugdo 4

~acrilamida ... 16g

- bis-acrilamida ..................... 1,59

~H O GSP o, 100 mi
« Solucéo 5

- persulfato deamonia ... 10g

“H2O 100 mi

=S Bg
-ghicina ............ rerarnnn 28 8¢
~H0 Q8P oo 1000 mi

- acrescentar SDS a0,1%

- Para usc diluir 1/10.

¢ Solucéo corante:

- Coomassie blue G 250 ... 0.2¢
-metanol ..., 40 mi
- ZCido acético ..., 10 mi
~HO Q8.0 e 100 mi

¢ Solucdo para descoloracio e estoque do gel:
-metanol 10 mi
~ &cido acetico ........oocoee.. 5mi
~HO Q8P 100 mi
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« Solugdo para lavagem dos materiais da eletroforese:
- detergente Triton ................. 0,1 mi
-HOdest, ... 300 mi

e Solugdo desidratante:

e A
-metanol ..o, 65 mi
-HOdest. ... 35 mi
— B
~glicerol ... 0,5mi
-H:Odest ... 99,5 mi

— Para uso misturar a solucdo A com a B em partes iguais.

» Solucdo de agar vedante:
-hacto 808r ... 20
“HO Q8P e, 100 mi



ANEXO i

Aparethos, equipamentos e materiais utilizados:

- autoclave vertical Luferco - Lutz Ferrando tipo Phoenix modelo AV-50;

- estufas de sacagem e esterilizagdo marca Fanem modelo 315 SE;

~ tubos de ensaio de vido de 13 x 100 mm;

- placas de Petri de 20 x 100mm;

- balbes volumétricos de 100, 250, 500 mi;

- frascos Erlenmeyer de 250, 500 e 1000 mi;

- frascos Becker de 100, 250, 500 ¢ 1000 mi;

~ provetas graduadas de 100, 250, 500 e 1000 mi;

- pipstas de Pasteur;

- pipetas soroldgicas de 1, 2, 5 10 mi;

~ algodéo hidréfilo;

- destilador de agua marca Tecnal,

- fogareiro a gas de duas bocas;

~ agitador de {ubos marca Phoenix modelo AT-56;

- panelas de aluminio;

- pente de acrilico de 10 e 12 dentes para fazer canaletas no gel,

- cuba de eletroforese de acrilico de 15,5 x 17,5 om;

- graxa de silicone marca implastec Plasticos Técnicos Lida,;

- tira de borracha;

- prendedores de pasta de escritorio;

- placas de vidro recortadas de 14,5 x 16,5 cm;

- fonte de eletroforese marca Minipa MS-85 da Auje Ind. Eletrdnica;

- fios e cabos conectores da fonte de eletroforese para a cuba de acrilico;

- cubas plasticas com tampa para colocagdo dos géis da eletroforese que véo
corar, fixar, descorar & desidratar;

- ponteiras plasticas descartaveis de 1,5 ¢ 10 ml, marca Cacil;
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régua plastica graduada de 30 cm;

tubos tipo Ependorf de 1 mi;

camara de Neubauer;

graal de porcelana de 200 mi;

Shaker da Nova Técnica Instrumentos e Equipamentos Ltda.;

Centrigufa Fanem modelo 215 da Fanem industria e Comércio;
Centrifuga Centrim, modelo 242, da Fanem Inddstria e Comércio;

Fonte para eletroforese da Técnica Permatron Indtstria e Comércio Ltda,;



SUMMARY

Fungi, especially the genus Candida yeasts, are potentially
patogenic agents, able to cause numberless ilinesses in being, particularly
when take advantage in the fall of the organic resistance, being considered
opportunists. The arise of the Acquired Immune Deficiency Syndrome, seems
suitable, that the increasing amplification of researches with these
microorganisms, which has been studied in physiological, biocchemical,
serological, genetical, etc., point of view. In the oral cavity, are responsible for
ilinesses that affect various orals structures, justifying the increase of clinical
cases and the investigations in this area.

Amonyg the techniques that have been used with the objective to
identify and characterize these organisms from the Molecular Biology attends,
a powerful investigator role. The 8DS-PAGE, has been shown a technigue of
complementary value and important studies of identification and
characterization of these microorganisms. Although, the vast diversity of
methodologies that are used fo obtain the intracsllular protein components of
these organisms, besides other factors, like cultivate media, temperature
conditions, pH, etc. — that influence its development — suggest the necessity
to standardize and choose the most adeguate for the sampie o be studied.

The present study had the basic objective to study the influence of
some cultivate media used for the development of yeast cells, objectifying the
obtainment of the intracellular protein components for the application of
glectrophoresis, emphasizing in the study of the electrophoretic profile of these
microorganisms.

Yeast's samples, of different Candida’s species, collected from the
oral cavity, were submitied to the growth in six various cultivate media. After
the cellular development, the break soluble protein, obtained by the extraction

with the liquid nitrogen and with the use of the dissociation mixture of Bruneau



128

& Guinet (1989), was submitted to SDS-PAGE. The electrophoresis standards
obtained, provided diagrams and were freated computationally, which
generated graphs of the respective integration densimetries in the areas of
gels with the percentages of the proteins exiraction for each sample of the
cultivate media, besides the respective dendrograms comparatives, that permit
anaiysis with the relations of similarity between the samples, in a preliminary
study.

The results shows that the composition and the characteristics of the
cultivate media used like support for the cellular development, interfere in the
extract of the intracellular protein components of these microorganisms. The
slectrophoretic profile exhibited by the species are diversify quality and
guantifying when compared. The concentration of proteins obtained from the
extraction of the intracellular yeast's components | visualized by the
electrophoretic profile and reinforced by respective densimetries of the
integralization in the area of gels of SDS-PAGE, are qualifying differents, for
the cultivate media used. The dendrograms indicates the degree of percentage
of similarity between the analyzed species, show vast variability, getting the
varies interpretation by the view of the relationship between the same. The
data obtained and expressed in this research, point 1o the necessity of
standardize and choose more than one adequate methodology and able
to extract the maximum of intracellular protein components of these
microorganisms. The SDS-PAGE, proved to be a technique of complementary
value and important in studies of phyllogenetic affinity between the species of

the studied yeasts.
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